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El receptor con dominio discoidina 1 (DDR1) es un tipo de receptor 
transmembrana cuyo ligando principal es el colágeno, componente mayoritario 
de la matriz extracelular (MEC). La sobre-expresión del DDR1 está asociada con 
la progresión tumoral y la metástasis de diferentes tipos de carcinomas, incluido 
el cáncer colorrectal (CCR). Por ello, el empleo de inhibidores de su actividad en 
las células tumorales ha surgido como nueva herramienta en la terapia anti-
cancerígena. La elevada mortalidad derivada del CCR se debe, en la mayoría de 
los casos, a la aparición de metástasis hepáticas, cuya generación y 
supervivencia dependen de las interacciones entre las células de CCR y los 
elementos del estroma hepático, lo que conforma el llamado microambiente 
tumoral (MAT). En el hígado, las poblaciones celulares residentes en los 
capilares hepáticos, o células sinusoidales (SCs), constituidas mayoritariamente 
por células endoteliales (LSECs), células de Kupffer (KCs) y células estrelladas 
(HSCs), son las primeras en interaccionar con el tumor y desempeñan funciones 
esenciales que definirán el comportamiento de la metástasis. Sin embargo, la 
expresión y función del DDR1 en las SCs hepáticas, así como su implicación en el 
desarrollo de metástasis hepáticas de CCR se desconocen. 
En el presente estudio, en primer lugar, diseñamos un modelo in vitro de 
comunicación entre las SCs hepáticas y las células de CCR metastásico. En dicho 
modelo, las SCs son capaces de responder a los factores tumorales modificando 
la expresión de diferentes marcadores pro-inflamatorios, pro-angiogénicos y 
relacionados con la remodelación de la MEC. Asimismo, los factores sinusoidales 
activan una respuesta pro-metastásica en las células de CCR. 
A continuación, evaluamos la expresión y fosforilación del DDR1 en las SCs 
hepáticas, y en tres líneas celulares de CCR metastásico, dos de ellas murinas 
(C26 y MCA38) y una humana (HT29). Tanto las SCs como las células tumorales 





También, al examinar la presencia del DDR1 en muestras humanas de tejido 
hepático con metástasis de CCR, observamos que el nivel de expresión del 
receptor aumenta significativamente, respecto al tejido hepático sano 
adyacente. Dicho incremento no sólo se detecta en las células tumorales, sino 
también en células del estroma hepático.    
En tercer lugar, para determinar la función del DDR1 en las SCs hepáticas, en 
condiciones fisiológicas y tras su interacción con el tumor, inhibimos la 
fosforilación del receptor usando un bloqueante químico de la actividad quinasa 
del DDR1. El análisis funcional tras el uso del inhibidor muestra que el DDR1 
regula la secreción de MMPs en las KCs y las HSCs en condiciones basales de 
cultivo, lo cual representaría la situación en el hígado sano; así como en las HSCs 
activadas por el secretoma tumoral, lo que equivaldría al hígado metastatizado. 
Además, empleando los secretomas sinusoidales como fuente de factores pro-
metastásicos para las células de CCR, descubrimos que el DDR1 sinusoidal ejerce 
un efecto en la fosforilación y producción de MMPs tumorales, y también 
modula su potencial proliferativo, migratorio e invasivo a través de colágeno. 
Por último, el bloqueo de la fosforilación del DDR1 en las células de CCR reduce 
su expresión de moléculas de adhesión y de re-estructuración de la MEC in vitro. 
Igualmente, el silenciamiento del DDR1 en el tumor disminuye a la mitad su 
capacidad de generar metástasis hepáticas in vivo.     
En conjunto, estos resultados demuestran la importancia, no sólo del DDR1 
tumoral, sino también del expresado por las células del estroma hepático, 






















El cáncer es una enfermedad que actualmente supone la segunda causa de 
muerte a nivel mundial. Consiste en una serie de eventos secuenciales que se 
definen como la transformación de las células sanas en células tumorales. El 
desarrollo tumoral podría equipararse a un proceso evolutivo, ya que la 
transición de células normales a cancerosas radica básicamente en la 
acumulación sucesiva de cambios o mutaciones genéticas, lo cual deriva en la 
adquisición de una serie de alteraciones fisiológicas que permitirán a las células 
de cáncer adaptarse a determinados ambientes 1. Aunque se han descrito más 
de cien tipos y subtipos de cáncer distintos, existen características comunes a 
todas las células tumorales: autosuficiencia de señales proliferativas, evasión de 
los factores que inhiben el crecimiento, evasión de la muerte celular 
programada o apoptosis, potencial replicativo ilimitado o inmortalidad, 
inducción y mantenimiento de la formación de vasos sanguíneos o angiogénesis, 
y capacidad de invasión y generación de metástasis en los tejidos 2.  
Dichos aspectos definen las capacidades funcionales mínimas de un crecimiento 
celular maligno, es decir, permiten la supervivencia, proliferación y 
diseminación del cáncer. Las células tumorales obtienen estas propiedades 
gracias a dos características importantes: la inestabilidad del genoma, lo cual 
ocasiona mutaciones dando lugar a un genotipo tumoral 3,4; y la modulación de 
los procesos inflamatorios, lo que contribuye a la formación de un ambiente rico 
en factores que promueven el desarrollo cancerígeno 5–7. Además, el 
crecimiento continuado y descontrolado de la masa tumoral se mantiene 
mediante la reprogramación del metabolismo energético y la regulación de la 
respuesta inmune, lo que permite obtener la energía suficiente que demanda el 




Por tanto, la adquisición de las facultades que definen a la célula de cáncer 
(Fig.1) tiene lugar gracias a diferentes mecanismos celulares y en determinados 











Figura 1. Características que definen a la célula tumoral. Adaptado de Hanahan D y cols. 
8  
 
Por otro lado, es importante resaltar que la masa tumoral no está constituida 
únicamente por células de cáncer, sino que también se compone de múltiples 
tipos celulares no cancerígenos y de un elemento no celular, la matriz 
extracelular (MEC). Entre las poblaciones de células no tumorales asociadas al 
cáncer, generalmente hay células endoteliales, células del sistema inmune, 
fibroblastos, pericitos y, en ocasiones, adipocitos. En cuanto al constituyente no 
celular, la MEC, se trata de una estructura macromolecular tridimensional 
formada por diferentes proteínas fibrosas, proteoglicanos y glicoproteínas, 
Autosuficiencia de señales 
proliferativas 
Evasión de supresores del 
crecimiento 





Activación de la 
angiogénesis 















mayoritariamente colágeno, que representa la proteína más abundante del 
organismo en mamíferos. Los componentes de la MEC son sintetizados y 
secretados por las propias células, y se organizan en el espacio intercelular 
configurando una red compleja y dinámica 9.  
Ambos elementos, es decir, las células no cancerígenas y la MEC, definen el 
llamado estroma tumoral, el cual participa activamente en el proceso 
cancerígeno, contribuyendo a la expresión y el desarrollo de muchas de las 
propiedades distintivas de las células de cáncer. Por tanto, las células cancerosas 
y su estroma adyacente asociado conforman un tejido tumoral estructural y 
funcionalmente complejo, cuyos integrantes, mediante diferentes factores y 
moléculas de señalización o comunicación celular, son capaces de interaccionar 
entre sí, coordinándose para crecer, mantenerse y propagarse 10. 
 
I.1.2 Incidencia y mortalidad 
Según el último informe de la Organización Mundial de la Salud (OMS), realizado 
con datos procedentes de 185 países y referentes a 36 tipos de cáncer, en el año 
2018 se registraron alrededor de 18.1 millones de nuevos casos de cáncer a nivel 
global, con una tasa de mortalidad de más del 50%, lo que representa unos 9.6 
millones de fallecimientos en total. Esto significa que una de cada seis muertes 
en el mundo es debida al desarrollo de un tumor maligno.  
Tanto la incidencia como la mortalidad del cáncer varían geográficamente 
(Fig.2), así como dependiendo del sexo y del tipo de tumor en cuestión (Tabla I). 
En cuanto a los datos en función de la distribución geográfica, correspondientes 
al año 2018, se estima que aproximadamente la mitad de casos y muertes 
ocurrieron en Asia, sobre todo debido a que dicho continente representa casi el 
60% de la población global. Europa y África, por otra parte, tienen un número 




población mundial. Sin embargo, en Europa se dieron sobre un 20% de nuevos 
casos y fallecimientos debidos al cáncer, mientras que en África se 
contabilizaron alrededor de un 6%. Esta variación en la incidencia y mortalidad 
de la enfermedad según el territorio puede ser debida a la edad media de sus 
habitantes, siendo en Europa mucho más elevada, unos 40 años, comparándola 
con África, apenas 18 años. Además, la falta de datos correspondientes a 
muchos países africanos altera estas estadísticas. Por su parte, en el continente 
americano, con una densidad de población de aproximadamente el 15% y cuya 
edad media se sitúa en torno a los 35 años, valores similares a los registrados en 
el continente europeo, la incidencia y mortalidad del cáncer también fueron 
parecidas a los datos observados en Europa, con un 21% de casos y casi un 15% 
de muertes. Por último, Oceanía se trata de la región donde se recogieron los 
valores más bajos, con alrededor de un 1% de casos y defunciones, lo cual se 








Figura 2. Datos de incidencia (I) y mortalidad (M) del cáncer a escala mundial, 















En lo referente a la variabilidad en la incidencia y mortalidad del cáncer a escala 
mundial dependiendo del sexo y del tipo de tumor, entre los diferentes tumores 
malignos que existen, el de pulmón, el de próstata y el cáncer colorrectal (CCR) 
fueron los más diagnosticados en hombres durante el año 2018. En mujeres, por 
otro lado, los tipos de cáncer más frecuentes fueron el de mama, el carcinoma 
de cuello uterino y el CCR. En relación con los datos de mortalidad registrados 
durante ese mismo año en ambos sexos, el cáncer pulmonar fue responsable de 
más de 1.76 millones de fallecimientos, seguido del CCR, el cáncer de estómago 
y el hepatocarcinoma, que causaron unas 862.000, 783.000 y 782.000 muertes, 
respectivamente 11. 
 
Tabla I. Tipos de cáncer con mayor incidencia y mortalidad a escala mundial. Datos 
representados en porcentaje y número de casos al año    
Tipo de cáncer 




Pulmón 11.6 (2.093.876) 18.4 (1.761.007) 
Mama 11.6 (2.088.849) 6.6 (626.679) 
Colorrectal 10 (1.800.877) 9 (861.663) 
Próstata 7.1 (1.276.106) 3.8 (358.989) 
Estómago 5.7 (1.033.701) 8.2 (782.685) 
Hígado 4.7 (841.080) 8.2 (781.631) 
Cuello uterino 3.2 (569.847) 3.3 (311.365) 




Prosiguiendo con los valores universales de incidencia y mortalidad de la 
enfermedad, la OMS calcula que, en el periodo de tiempo de 6 años entre los 
dos últimos informes realizados al respecto, entre los años 2012 y 2018, el 
número de casos y fallecimientos por cáncer aumentaron un 28% y un 17%, 
respectivamente. Aunque determinar los motivos es complicado, el 
componente genético, el envejecimiento y el crecimiento demográfico, así 
como los hábitos de vida y la exposición a determinados agentes externos, son 
las principales razones por las que las cifras de casos y muertes debidas al cáncer 
han aumentado tan rápidamente a lo largo de los últimos años. Mientras que 
sólo una pequeña proporción, alrededor de un 5%, de todos los tipos de 
tumores tienen un carácter hereditario, el consumo de alcohol y tabaco, la falta 
de actividad física y no seguir una dieta equilibrada constituyen algunos de los 
factores de riesgo más extendidos mundialmente 12,13. Es decir, los estudios 
llevados a cabo hasta el momento concluyen que el cáncer es una enfermedad 
de carácter multifactorial, debida al efecto combinado de elementos genéticos 
y ambientales.  
     
I.1.3 Cáncer colorrectal (CCR) 
El CCR es una clase de neoplasia maligna gastrointestinal originada en el colon 
o el recto que, aunque son estructuras anatómicamente diferentes, se agrupan 
debido a sus similitudes estructurales y biológicas. El CCR constituye el tercer 
tipo de cáncer más común y el segundo más mortal, aunque, además de por las 
causas ya comentadas, las curvas de supervivencia varían según la fase en la que 
se encuentre el tumor en el momento del diagnóstico 14.  
Por lo general, cuando el diagnóstico es temprano, la supervivencia es 
aproximadamente del 80-90% durante los 5 primeros años, disminuyendo a 





cuando las células tumorales metastatizan. El CCR puede ser asintomático 
durante largos periodos de tiempo, manifestándose signos detectables sólo 
cuando el tumor ha avanzado demasiado, lo cual deriva en una mala prognosis. 
Por esta razón, el pronóstico precoz, al igual que en otros tipos de cáncer, es 
esencial para evitar el desarrollo y la diseminación de la enfermedad 15.  
     
I.1.3.1 Patogénesis del cáncer colorrectal (CCR)  
El adenocarcinoma es la clase de neoplasia colorrectal más típica, ya que ocurre 
en el 95% de los casos, seguido de otros tipos de crecimientos malignos menos 
frecuentes, como los tumores carcinoides, los del estroma gastrointestinal, los 
linfomas y los sarcomas 16.  
El adenocarcinoma colorrectal se desarrolla en una serie de fases consecutivas 
bien caracterizadas a nivel histológico, denominadas la secuencia adenoma-
carcinoma (Fig.3) 17. En condiciones fisiológicas, las células madre intestinales 
localizadas en el revestimiento interno del colon o mucosa glandular, más 
concretamente en las invaginaciones o criptas, proliferan para renovar y 
mantener la regeneración homeostática del tejido epitelial 18. Sin embargo, la 
elevada tasa mitótica de estas células hace más probable la aparición de 
mutaciones durante la replicación del ADN. Asimismo, factores ambientales 
como la dieta, el estilo de vida o la microbiota del intestino, pueden influir en 
esta acumulación progresiva de alteraciones genéticas durante el proceso de 
división de las células del epitelio colorrectal 19.  
Como consecuencia, estas células madre altamente proliferativas pierden su 
organización y forman pólipos que evolucionan a los denominados adenomas 
tempranos 20. Generalmente, dichos adenomas constituyen neoplasias 
benignas, es decir, masas de células con elevada capacidad de división, pero con 




su biología molecular, sólo un 10% de los adenomas tempranos desarrollan un 
fenotipo agresivo, invadiendo los tejidos próximos al colon y dando lugar a 
adenomas tardíos capaces de generar un CCR. Además, dentro de este 10%, los 
adenomas tempranos pueden tardar años en transformarse en un CCR, por ello, 
gracias a los programas de detección precoz, este tipo de tumor es uno de los 
más prevenibles 21–24.  
Por tanto, la patogénesis del CCR se inicia debido al cúmulo sucesivo de 
mutaciones genéticas en las células madre de las criptas del colon, lo cual influye 
en su comportamiento. Así, estas células podrán crecer sin control, es decir, de 
manera independiente a las señales regulatorias procedentes de su nicho, 
transformándose de este modo en células tumorales. Por otra parte, durante la 
secuencia adenoma-carcinoma también se requiere que las células 
cancerígenas posean ciertas facultades que alteren las características del 
ambiente que les rodea, generando un estroma tumoral que facilite la 
progresión del cáncer. De esta manera, conforme el CCR evoluciona, el estroma 
tumoral experimenta numerosos cambios, generándose un microambiente 
extremadamente complejo, que potenciará el desarrollo cancerígeno.   
Algunas de las propiedades estromales que las células tumorales deben modular 
son la composición y la estructuración de la MEC. Durante el crecimiento del 
cáncer, la MEC sufre una intensa remodelación, con eventos continuos de 
síntesis y degradación enzimática. En el CCR, la MEC se caracteriza por poseer 
una naturaleza rígida, a causa de su acumulación o desmoplasia, y del 
incremento de la síntesis y entrecruzamiento de las fibras de colágeno 25,26. La 
rigidez de la MEC influye a su vez en el comportamiento de las células de CCR, 
sobre todo en su potencial invasivo. Varios estudios realizados por Tang X y cols., 
en diferentes líneas celulares de CCR humano, demuestran que las células 
tumorales cultivadas en un medio matricial rígido modifican su fenotipo epitelial 





Estos resultados ponen de manifiesto la relevancia de la MEC durante la 
progresión del CCR. A medida que el tumor avanza, las alteraciones que se 
producen en la matriz permitirán a las células tumorales invadir y colonizar 
nuevos nichos progresivamente, desde los tejidos adyacentes al colon, llegando 
a los sistemas linfático y circulatorio, hasta diseminarse y crecer en otros tejidos 
y órganos distantes o, lo que es lo mismo, adquiriendo la capacidad de generar 








Figura 3. Evolución del CCR dividida en cinco estadios representativos de la secuencia 
adenoma-carcinoma. Durante el estadio 0, denominado cáncer in situ, las células 
tumorales se encuentran únicamente en la mucosa del colon. Los estadios I y II 
corresponden al desarrollo de un adenoma temprano, caracterizado por una 
proliferación tumoral local (del tejido muscular y otros  tejidos que rodean el colon), sin 
afección de los ganglios o nódulos linfáticos. En el estadio III, referido al adenoma tardío, 
se produce invasión ganglionar. Finalmente, en el estadio IV las células tumorales llegan 
al sistema circulatorio y el carcinoma se disemina o se dispersa a otros tejidos y órganos. 
Es decir, las células de cáncer invaden o se adhieren  a estructuras anatómicas alejadas 
del colon, proceso definido como metástasis. Fuente: unión internacional para el control 
del cáncer (UICC), clasificación de tumores malignos o estadificación TNM 17    
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La metástasis es la principal causa de muerte de los pacientes con cáncer. De 
hecho, se estima que alrededor del 90% de los fallecimientos por esta 
enfermedad son debidos al crecimiento metastásico. De ahí que un tumor se 
describa como maligno en base a su capacidad para metastatizar 30,31. El término 
se define como el proceso por el cual las células cancerosas se desprenden del 
tumor primario e infiltran, invaden y colonizan nuevos nichos en tejidos y 
órganos alejados de su lugar de origen. El resultado de la metástasis, por lo 
tanto, es la adaptación de la célula de cáncer a un nuevo ambiente. Para ello, 
las células cancerígenas deben adquirir unas propiedades que les permitan, no 
sólo separarse del tumor primario, sino también sobrevivir, invadir y proliferar 
para generar una nueva masa tumoral en otra región anatómica. Todo este 
proceso ocurre durante la denominada cascada metastásica 32–34.   
La cascada metastásica consiste en una serie de eventos secuenciales y 
relacionados entre sí, cuya finalidad es la diseminación del cáncer desde la masa 
tumoral originaria hasta otros órganos diana. Se trata de una sucesión de 
acontecimientos complejos, en los que participan factores inherentes a las 
células cancerígenas y un conjunto de interacciones entre las células malignas y 
diferentes elementos del organismo. La cascada metastásica está integrada por 
varias etapas progresivas que implican: (a) la disgregación de la célula tumoral 
del cáncer primario, (b) la progresión e invasión del tejido adyacente, (c) la 
penetración en los vasos linfáticos y sanguíneos o intravasación, (d) la evasión 
del sistema inmune, (e) la extravasación desde los capilares sanguíneos, (f) la 
invasión y adaptación a las condiciones del nuevo ambiente y (g) la 



















Figura 4. Fases de la cascada metastásica 35 
 
Como se ha mencionado, una vez que la cascada metastásica concluye y la 
metástasis se establece como tal, la tasa de mortalidad de los pacientes con 
cáncer aumenta drásticamente, sobre un 90%. Por ello, la efectividad en el 
tratamiento de esta enfermedad depende en gran medida de la capacidad para 
interceptar, y tal vez incluso revertir, el proceso de metástasis 36,37.  
La razón principal de la caída de las curvas de supervivencia en los pacientes con 
metástasis, es que los agentes terapéuticos empleados actualmente en clínica 
resultan poco efectivos en muchos de los casos.  
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Mientras que los tumores primarios pueden ser eliminados quirúrgicamente o 
mediante terapia, las células cancerígenas capaces de diseminarse constan de 
una serie de propiedades que, en la mayoría de las ocasiones, les hacen 
resistentes a los tratamientos actuales. Una de las características más 
importantes consiste en la heterogeneidad biológica presente en la masa 
tumoral que conforma la metástasis, la cual contiene subpoblaciones de células 
que difieren entre sí en sus propiedades angiogénicas, invasivas y proliferativas 
38. Además, dicha diversidad fenotípica ocurre también entre pacientes con el 
mismo tipo de cáncer primario y/o crecimiento metastásico. De este modo, esta 
versatilidad provoca que algunas poblaciones de células metastásicas posean o 
adquieran quimiorresistencia, protegiéndose del efecto citotóxico ejercido por 
los fármacos anti-tumorales existentes 39.  
La elevada mortalidad que genera y las dificultades para combatir la metástasis, 
han desembocado en el incremento del número de investigaciones relacionadas 
con el proceso metastásico dentro del ámbito oncológico. Curiosamente, 
numerosos estudios han demostrado que completar con éxito las etapas finales 
de la cascada metastásica resulta complejo y poco frecuente. Evadir los 
mecanismos de defensa del organismo, sobrevivir y colonizar nuevos ambientes 
constituyen fases críticas difíciles de culminar. Por ello, la metástasis se define 
como un proceso altamente ineficiente. De hecho, se calcula que menos de un 
0.01 % de las células tumorales que entran al sistema circulatorio llegan a 
generar tumores secundarios en órganos distantes 40.  
Se cree que la razón por la que la metástasis tiene una baja eficacia es que la 
mayoría de las células cancerígenas son eliminadas en los vasos linfáticos y 
sanguíneos, bien por el sistema inmunitario o a consecuencia de las fuerzas 
hemodinámicas. Asimismo, la extravasación desde el sistema circulatorio y la 
infiltración en un nuevo tejido mediante la degradación de la MEC, suponen 





Por último, la adaptación de las células tumorales a un ambiente desconocido 
también representa un reto que restringe enormemente la colonización 
definitiva del nuevo órgano 44. Esto quiere decir que, al igual que en el tumor 
primario, las células cancerígenas metastásicas deben ser capaces de 
interaccionar con los elementos que conforman el microambiente secundario, 
creando un nuevo estroma tumoral, lo cual determinará el éxito del proceso 
metastásico 45.    
 
I.2.2 Microambiente tumoral (MAT) 
El MAT se define como el entorno o el estroma adyacente a las células de cáncer, 
con las cuales establece una estrecha relación y que decide el comportamiento 
del tumor, bien sea primario o una metástasis 46.  
Esto significa que, cuando las células tumorales metastásicas llegan al órgano 
diana, deben configurar un MAT específico y complejo que influirá en la 
proliferación y la supervivencia del tumor a lo largo del proceso de metástasis 
47–49. Puesto que cada órgano tiene poblaciones celulares específicas y una MEC 
con una composición y estructura determinadas, las células de cáncer 
interaccionan y se adaptan de manera diferente en función de las características 
del microambiente. De todos modos, la infiltración e implantación de las células 
tumorales metastásicas en un ambiente concreto no ocurre al azar.   
A lo largo de los años, el estudio de la metástasis ha evidenciado que existen 
pautas que establecen la distribución de las células metastásicas en un 
determinado órgano, en función del tipo de tumor primario del que provengan. 
Actualmente, hay dos hipótesis para explicar este hecho: la teoría órgano-
trópica y la teoría mecánica o hemodinámica. La primera, propuesta por 
Stephen Paget en 1889, sugiere que la compatibilidad entre las células 




un determinado nicho 50. La segunda, expuesta por James Ewing en 1928, 
defiende que la propagación de las células tumorales hasta el órgano diana 
depende únicamente del tamaño de las vías de drenaje linfático y/o sanguíneo. 
De esta manera, las células cancerosas no alcanzan el torrente arterial, sino que 
quedan retenidas fundamentalmente en los capilares pulmonares o hepáticos, 
de ahí el alto porcentaje de metástasis que aparecen en dichos órganos 51. Sin 
embargo, esta hipótesis no explica el crecimiento de metástasis en otras 
estructuras anatómicas como, por ejemplo, el cerebro, las glándulas endocrinas 
o los órganos genitales 52. Aunque existen defensores de una u otra teoría, lo 
cierto es que ambas hipótesis podrían complementarse, ayudándonos a 
comprender el concepto de MAT.  
Lo que sí está demostrado es que, dentro de ese patrón de distribución 
específica de metástasis dependiendo de su origen, el hígado constituye una de 
las regiones anatómicas más susceptibles. De hecho, representa el órgano más 
común donde metastatizan células de todos los tipos de cáncer del aparato 
gastrointestinal, sobre todo de adenocarcinoma pancreático y de CCR. Su 
arquitectura única, se heterogeneidad genética y funcional, su elevado flujo 
sanguíneo y el reducido diámetro de sus capilares, así como su diversa 
composición celular, son algunas de las propiedades que lo convierten en un 
nicho favorable para el desarrollo metastásico 53.        
 
I.2.2.1 El hígado como órgano proclive a la metástasis 
El hígado es el órgano más voluminoso del organismo. Anatómicamente, está 
dividido en dos lóbulos (izquierdo y derecho) y recubierto por una cápsula de 
tejido conectivo fibroso, denominada cápsula de Glisson. Tiene funciones vitales 
y únicas relacionadas con el metabolismo, como la regulación de los niveles de 





la desintoxicación y excreción de metabolitos de deshecho, y la biosíntesis de la 
mayoría de las proteínas plasmáticas y lípidos. También juega un importante 
papel durante la digestión, mediante la síntesis y secreción de la bilis a través de 
la vesícula biliar, proceso necesario para la absorción de grasas y vitaminas 54. 
Además, es un órgano muy irrigado, caracterizado por un flujo sanguíneo doble, 
proveniente mayoritariamente de la vena porta (70%) y en menor medida de la 
arteria hepática (30%). Por otro lado, el microambiente hepático está formado 
por multitud de poblaciones celulares únicas. Dichas poblaciones están 
agrupadas en: i, células del parénquima, constituidas principalmente por 
hepatocitos y en segundo lugar por colangiocitos; y ii, células no 
parenquimatosas, que incluyen las células dendríticas, linfocitos asociados al 
hígado, fibroblastos portales y las células de los capilares hepáticos o células 
sinusoidales (SCs), que engloban a las células endoteliales (LSECs), las células de 
Kupffer (KCs) y las células estrelladas hepáticas (HSCs).  
Estos componentes se organizan en una unidad estructural y funcional única 
denominada lobulillo hepático. Se trata de una estructura más o menos 
hexagonal que mide de 1 a 2 mm de diámetro y que está compuesta por filas o 
trabéculas de hepatocitos distribuidos de forma radial, separados por un 
sistema interconectado de capilares hepáticos o sinusoides fenestrados. El 
sinusoide es un sistema microvascular, cuya función es conducir la sangre 
proveniente de la vena porta y la arteria hepática, localizadas en los extremos 
del lobulillo junto al conducto biliar, hasta la vena centrolobulillar. En los 
sinusoides residen las SCs, un conjunto de diferentes tipos celulares hepáticos 
especializados: las LSECs recubren los sinusoides, las KCs o macrófagos 
hepáticos se localizan en el lumen sinusoidal y las HSCs se encuentran en el 
espacio de Disse, una región perisinusoidal ubicada entre las LSECs y los 














Figura 5. Lobulillo hepático. Estructura hexagonal formada por filas de hepatocitos y 
delimitada por tríadas portales (arteria hepática, vena porta y conducto biliar). La sangre 
es drenada desde la vena porta y la arteria hepática hasta los sinusoides, y de ahí a la 
vena centrolobulillar. En los sinusoides residen las LSECs, KCs y HSCs 55     
 
Algunas de las características que hacen tan distintiva la biología hepática, son 
las responsables de que el hígado sea uno de los órganos más propensos al 
crecimiento metastásico, especialmente de las células de CCR 56. Por un lado, 
además de desde el estómago, el páncreas, el bazo y otras regiones del 
intestino, la vena porta drena sangre desde el colon hasta el hígado, lo cual 
podría explicar el hecho de que la mitad de metástasis hepáticas se generan a 
consecuencia del CCR. Además, las células del endotelio sinusoidal hepático 
pueden promover la adhesión y la invasión de las células tumorales. Las 
propiedades regenerativas y la supresión inmunitaria regional típicas del hígado, 





















también pueden ser aspectos beneficiosos para la progresión metastásica 57,58. 
Así, la combinación de la hipótesis órgano-trópica y la teoría hemodinámica 
podría aplicarse para entender la elevada proporción de metástasis hepáticas 
derivadas del CCR.  
 
I.2.2.1.1 Microambiente tumoral (MAT) hepático 
El sistema microvascular sinusoidal es de suma importancia durante la 
metástasis hepática, ya que a través de los sinusoides se produce la entrada de 
las células de CCR metastásico al hígado, de manera que las SCs (LSECs, KCs y 
HSCs) están íntimamente relacionadas con el desarrollo del nicho pro- y pre-
metastásico, al ser las células hepáticas que primero interaccionan con el tumor. 
En este contexto, estas poblaciones celulares reaccionan al tumor y responden 
de diferente modo, inhibiendo o promoviendo la metástasis en el hígado. En el 
caso de que las células metastásicas consigan penetrar en el tejido del hígado, 
junto con las SCs, los hepatocitos y la MEC, conformarán un MAT hepático o 
estroma tumoral único, esencial para el establecimiento, la progresión y la 
supervivencia de la metástasis 59. Además, diferentes estudios han revelado que 
las células del tumor primario, incluido el CCR, son capaces de modificar el 
ambiente del órgano secundario, mediante la liberación de diferentes factores 
de señalización, creando un nicho adecuado antes del inicio de la cascada 
metastásica, lo que después permitirá y facilitará la colonización tumoral 60.   
Estos aspectos demuestran la gran relevancia del estroma tumoral asociado en 
la generación del MAT hepático y, por tanto, durante el avance de la metástasis. 
Por ello, definir los elementos que conforman el tejido hepático, así como 
entender los mecanismos que están implicados en la configuración del MAT del 
hígado, ayudarán al desarrollo de nuevas terapias para la prevención y el 




I.2.2.1.1.1 Células endoteliales del sinusoide hepático (LSECs)    
Las LSECs conforman la pared de los sinusoides hepáticos. Poseen una 
morfología triangular aplanada (Fig.6) y suponen alrededor del 50% de las SCs 
del hígado. Presentan fenestraciones y brechas intercelulares, conformando un 
endotelio selectivo, discontinuo y sin lámina basal, que facilita el intercambio de 
sustancias entre el sinusoide y el espacio de Disse, flanqueado por hepatocitos 
y donde están las HSCs. De hecho, en mamíferos, el endotelio hepático es el más 
permeable del organismo. En condiciones fisiológicas, las LSECs regulan el tono 
vascular del hígado y el mantenimiento de la quiescencia de las HSCs, inhibiendo 
la vasoconstricción y la acumulación de tejido conjuntivo o fibrosis hepática. 
También, tienen una elevada capacidad endocítica y actividad lisosomal, lo que 
les permite eliminar sustancias tóxicas de la sangre 61.   
Figura 6. Cultivo primario de LSECs 
murinas a una confluencia del 80-
90%. Tiempo de incubación de 2 
horas tras el proceso de 
extracción. Se observan otros 
tipos celulares del sinusoide 
hepático, mayoritariamente HSCs. 
Las LSECs tienen morfología 
aplanada y triangular, y no poseen 
zonas citoplasmáticas refringentes 
(flechas negras). Imágenes 
representativas de microscopía 
óptica de contraste de fases. Barra 










Las LSECs desempeñan un papel crucial durante la metástasis hepática, 
inhibiendo o favoreciendo su crecimiento.  
Por una parte, cuando las células de CCR llegan a los sinusoides, las LSECs junto 
con los linfocitos hepáticos y las KCs se activan, ejerciendo un efecto citotóxico 
sobre el tumor a través de varios mecanismos. Por un lado, las poblaciones 
inmunes locales eliminan las células tumorales mediante citólisis enzimática 
(linfocitos) o fagocitosis (KCs), fundamentalmente. Además, estos tres tipos 
celulares del sinusoide son capaces de secretar diferentes sustancias en 
respuesta a la reducción del flujo sanguíneo o isquemia y a la inflamación, que 
pueden tener un efecto anti-tumoral directo o activar células del sistema 
inmune localizadas fuera del hígado, que se sumarán a la respuesta inflamatoria 
local 62. 
En cambio, por otra parte, la respuesta inflamatoria crónica generada por las 
células tumorales puede activar la sobre-expresión de moléculas de adhesión 
en las LSECs. Esto favorece la unión de las células de CCR al endotelio del hígado 
y la migración trans-endotelial hasta el espacio de Disse, escapando así del 
sistema inmune sinusoidal e invadiendo el tejido hepático 63. Además, la 
adhesión de las células de CCR al endotelio hepático estimula la secreción de 
moléculas pro-inflamatorias en las LSECs, como COX2 e IL10, lo que se 
correlaciona con una reducción de la capacidad citotóxica linfocítica 64. La unión 
entre las células de CCR y el endotelio también contribuye a la formación de 
vasos sanguíneos o angiogénesis, proceso mediado por las LSECs y que 
constituye una propiedad necesaria para la supervivencia y la progresión 






I.2.2.1.1.2 Células de Kupffer (KCs)    
Las KCs constituyen una población única de macrófagos residentes del hígado, 
que representa aproximadamente el 30% del total de SCs. Poseen una 
morfología redondeada o semilunar, con una superficie celular que presenta 
numerosas microvellosidades e invaginaciones (Fig.7). La mayoría de las KCs 
están situadas en el lumen del sinusoide, unidas a las LSECs, y emiten 
prolongaciones citoplasmáticas al espacio de Disse, de manera que contactan 
directamente con los hepatocitos y las HSCs 67. En términos de metabolismo, las 
KCs son uno de los tipos celulares hepáticos más activos. Sus funciones 
principales son la eliminación de partículas extrañas de la sangre mediante 
fagocitosis, el metabolismo de las lipoproteínas y la activación de la respuesta 
inmune 68.    
Figura 7. Cultivo primario de KCs 
murinas a una confluencia del 50-
60%. Tiempo de incubación de 2 
horas tras el proceso de 
extracción. Se observan células 
con morfología redondeada (y 
alargada en algunas ocasiones), 
que muestran una superficie 
rugosa, debido a sus 
microvellosidades (flechas 
negras). Algunas también 
presentan prolongaciones o 
lamelipodios (flechas blancas). 
Dichas estructuras son necesarias 
para desempeñar su función 
fagocítica 67. Imágenes 
representativas de microscopía 
óptica de contraste de fases. Barra 







Al igual que las LSECs, las KCs tienen funciones esenciales que pueden frenar o 
promover el desarrollo metastásico en el hígado. La interacción de las KCs con 
las células tumorales metastásicas puede provocar, por tanto, diferentes 
respuestas, que dependen de la fase del proceso metastásico, la carga de 
antígeno tumoral y la interacción con otras células del sistema inmune.  
Por un lado, la activación de las KCs, junto con los linfocitos hepáticos, 
desencadena una respuesta citotóxica contra las células de CCR durante la 
llegada del tumor al sinusoide. De esta manera, las KCs son capaces de secretar 
especies reactivas de oxígeno, citoquinas citotóxicas y proteasas, además de 
fagocitar a las células cancerígenas. Numerosos estudios sugieren que dicho 
efecto anti-tumoral tiene lugar mayoritariamente 24 horas después del 
contacto de las células cancerígenas con las KCs 69–71.  
Sin embargo, por otro lado, la comunicación entre las KCs y el tumor puede 
tener el efecto contrario. La unión de las células tumorales a las KCs provoca la 
sobre-expresión de moléculas de adhesión en la membrana de las LSECs, lo que 
facilita la extravasación de las células de CCR y su entrada al espacio de Disse, 
además de activar una respuesta pro-inflamatoria y pro-angiogénica mediada 
por las LSECs 72. Asimismo, las KCs pueden secretar citoquinas pro-inflamatorias, 
como COX2 y TNFα, factores de crecimiento y de supervivencia, y enzimas de 
degradación de la MEC o metaloproteinasas (MMPs), generando un ambiente 
que estimula la invasión, la proliferación y la angiogénesis tumoral, 
promoviendo por tanto el proceso de metástasis 73. De este modo, las células de 
CCR que sobreviven al ataque del sistema inmune, pueden beneficiarse de su 
asociación con las KCs. Este cambio en la respuesta de las KCs parece estar 
relacionado con la cantidad de células tumorales que llegan al hígado. Cuando 
el número de células cancerosas es bajo, las KCs desempeñan una función anti-
cancerígena; mientras que cuando aumenta el número de células de cáncer, su 




I.2.2.1.1.3 Células estrelladas hepáticas (HSCs)  
Las HSCs (células de Ito o lipocitos hepáticos) tienen un origen mesenquimal y 
representan el 20% de las SCs 75. Se caracterizan por la presencia de 
prolongaciones citoplasmáticas (Fig.8), que sirven para la detección de señales 
quimiotácticas, transmitidas al aparato mecánico de la célula para generar una 
fuerza contráctil 76. Se localizan en el espacio de Disse, una región perisinusoidal 
ocupada por fibras reticulares y plasma sanguíneo, entre los hepatocitos y las 
LSECs. Sus funciones consisten en el almacenamiento y el metabolismo de la 
vitamina A o retinol, el mantenimiento de la composición de la MEC y la 
estructuración del sinusoide. Debido a su localización y capacidad contráctil, 
algunos estudios consideran que las HSCs regulan ciertos aspectos de la 
fisiología del endotelio sinusoidal, actuando como pericitos 77,78.        
Figura 8. Cultivo primario de HSCs 
murinas a una confluencia del 
80%. Tiempo de incubación de 24 
horas tras el proceso de 
extracción. Se observan células 
con morfología estrellada y con 
multitud de vesículas refringentes 
en el citoplasma (flechas negras). 
Estas estructuras son inclusiones 
lipídicas, donde se almacena la 
vitamina A. Las HSCs contienen el 
95% de los depósitos de retinoides 
del cuerpo 75. Imágenes 
representativas de microscopía 
óptica de contraste de fases. Barra 








Las HSCs intervienen en multitud de patologías del hígado, incluida la metástasis 
hepática, donde llevan a cabo importantes funciones.  
En respuesta a factores derivados del tumor, las HSCs se activan y alteran su 
fenotipo. La activación se inicia por la estimulación paracrina de las HSCs 
mediada por otros tipos celulares del hígado, sobre todo por los hepatocitos, las 
LSECs y las KCs. En este proceso, las HSCs se transdiferencian de un fenotipo 
quiescente muy especializado a un fenotipo miofibroblástico, convirtiéndose en 
unas células altamente proliferativas, fibrogénicas y contráctiles. De esta 
manera, las HSCs reducen considerablemente su capacidad de almacenar 
vitamina A e incrementan su tasa proliferativa, la síntesis de la mayoría de 
componentes de la MEC (colágeno tipos I, III, IV y VI, laminina, fibronectina, 
ácido hialurónico, etc.) en el espacio de Disse, la síntesis y secreción de MMPs, 
citoquinas y factores de crecimiento, y la regulación del flujo sanguíneo 
sinusoidal 79. Además, esta transformación es continua, así que los cambios 
fenotípicos que experimentan las HSCs al principio de su activación pueden 
diferir en términos de crecimiento, señalización, inflamación y potencial 
apoptótico conforme la metástasis avanza 80–85.        
De este modo, las células de CCR que interaccionan con las HSCs desencadenan 
una respuesta que provoca una remodelación de la MEC del hígado, 
caracterizada por eventos de degradación, y fases de síntesis y acumulación de 
sus componentes, principalmente de colágeno. Asimismo, las HSCs también 
participan en la infiltración de poblaciones inmunes, generando un ambiente 
inflamatorio, y en el reclutamiento de LSECs, lo que permite la formación de 
vasos sanguíneos. Todo ello, origina una re-ordenación o re-estructuración del 
tejido hepático, que favorece la captación de células estromales,  
transformándose en un nicho beneficioso para el asentamiento, proliferación, 
supervivencia y quimiorresistencia del tumor metastásico 86–89.     





Los hepatocitos son células grandes con una morfología poliédrica, que 
conforman el parénquima del hígado y constituyen aproximadamente un 70-
80% del total de tipos celulares que componen el tejido hepático. Se disponen 
en láminas de una célula de espesor, separadas por los sinusoides. En un 
organismo adulto, muchas de estas células (aproximadamente un 25%) son 
binucleadas y tetraploides, con uno o más nucleolos (Fig.9). Los hepatocitos 
llevan a cabo múltiples funciones, muchas de ellas relacionadas con la digestión 
y el metabolismo, como la desintoxicación de la sangre, la síntesis y degradación 
de ácidos grasos, carbohidratos y proteínas, el almacenaje de lípidos en 
inclusiones citoplasmáticas y de glucosa en forma de glucógeno, y la síntesis y 
secreción de la bilis, entre otras 90.       
Figura 9. Cultivo primario de 
hepatocitos murinos a una 
confluencia del 90%. Tiempo de 
incubación de 20 horas tras el 
proceso de extracción. Se 
observan células poliédricas con 
dos grandes núcleos y nucleolos 
bien desarrollados en la mayoría 
de ellas (flechas negras). Además, 
se aprecian microvellosidades en 
la superficie celular (cabezas de 
flecha negra) que aumentan la 
superficie disponible para el 
intercambio de sustancias entre el 
hepatocito y el plasma 90.  
Presentan también acúmulos de 
glucógeno e inclusiones lipídicas 
dispersas por el citoplasma 
(flechas blancas). Imágenes 
representativas de microscopía 
óptica de contraste de fases. Barra 





Los hepatocitos juegan un papel importante durante la metástasis hepática, 
pudiendo intervenir en diferentes momentos del proceso.  
Por un lado, esta población celular participa en la formación y el establecimiento 
del nicho pro-metastásico para el crecimiento de las células tumorales. Un 
estudio reciente sugiere que células metastásicas de adenocarcinoma ducal 
pancreático son capaces de activar los hepatocitos a través de la vía de 
señalización IL6/STAT3. Esta activación estimula la respuesta inflamatoria, así 
como la fibrosis hepática o alteración de la composición de la MEC por la 
acumulación de colágeno, ambas características promovidas por los 
hepatocitos, que facilitarán la colonización tumoral del hígado 91. Asimismo, 
células de CCR murino son capaces de inducir la apoptosis en los hepatocitos 
activando la ruta de señalización Fas en estas células, creando un nicho 
adecuado para la invasión del hígado y la expansión tumoral 92,93.  
Por otro lado, una vez que las células de CCR alcanzan los capilares hepáticos, 
pueden unirse a los hepatocitos mediante diferentes moléculas de adhesión. 
Esto permite la retención de las células cancerígenas en los sinusoides, además 
del aumento de la expresión de genes relacionados con la supervivencia, la 
migración y la proliferación tumoral 94,95. Igualmente, además de inducir la 
expresión de factores metastásicos en las células de CCR mediante contacto 
directo, los hepatocitos pueden secretar multitud de factores de crecimiento y 
otras moléculas, estimulando la invasión y la progresión del tumor 96.  
En resumen, el hígado presenta una gran diversidad de tipos celulares 
implicados en la progresión metastásica. Sin embargo, a pesar de la gran 
cantidad de investigaciones al respecto, la relevancia clínica de las interacciones 
entre las células tumorales y las diferentes poblaciones celulares hepáticas aún 




I.2.2.1.1.5 Matriz extracelular (MEC) hepática 
Además del constituyente celular, los cambios experimentados por la MEC del 
hígado durante la metástasis hepática también influyen de manera decisiva en 
el proceso, proporcionando un entorno biomecánico y bioquímico crucial para 
el desarrollo metastásico. Dichos cambios derivan normalmente de alteraciones 
en el balance entre la síntesis y la acumulación de los constituyentes de la 
matriz, así como en la actividad de las enzimas de degradación de la MEC o 
MMPS y sus inhibidores tisulares (TIMPs) 98.  
Generalmente, a lo largo de la progresión metastásica en el hígado, se produce 
una remodelación de la MEC basada en el incremento de la secreción de MMPs 
en las células de CCR, lo que hace posible la degradación de los componentes de 
la matriz y la invasión tumoral del tejido hepático. Sin embargo, las células de 
CCR también estimulan la activación de los TIMPs y los eventos de acumulación 
de MEC, sobre todo de su elemento fundamental, el colágeno 99. Esto 
desemboca en la formación de una matriz rígida, que impulsará el potencial 
proliferativo, invasivo y la quimiorresistencia de las células tumorales 100.  
La re-estructuración de la MEC no sólo es llevada a cabo por las células de CCR, 
sino que, en respuesta a factores derivados del tumor, las células hepáticas, 
mayoritariamente las KCs 73 y las HSCs 86, son capaces de modificar la 
arquitectura matricial del hígado, fundamentalmente alterando la composición 
de colágeno de la MEC 101,102. Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales 
se producen estos cambios en la MEC no se conocen con exactitud.                  
En conjunto, la comunicación entre las células de CCR y los componentes del 
hígado conforman un MAT hepático complejo, donde se generan un torbellino 
de señales, principalmente citoquinas, factores de crecimiento y elementos de 


































Figura 10. MAT hepático. Las células hepáticas pueden inhibir el crecimiento 
metastásico gracias al efecto citotóxico llevado a cabo por las LSECs y las poblaciones 
inmunes, sobre todo por los linfocitos y las KCs (A), o desarrollar un fenotipo activado 
en respuesta a los factores tumorales. Se genera entonces un MAT hepático, 
caracterizado por procesos inflamatorios, angiogénicos y de degradación y acumulación 
de los componentes de la MEC (mayoritariamente colágeno), en el cual el estroma del 
hígado, principalmente las SCs (LSECs, KCs y HSCs) y los hepatocitos, se asocia con el 
tumor promoviendo la metástasis (B)   
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En el MAT hepático, las interacciones intercelulares y con la MEC que coordinan 
el mantenimiento de la metástasis están mediadas por receptores celulares 
localizados en la membrana plasmática 103. De todos los tipos de receptores que 
existen, los llamados receptores tirosina quinasa (RTKs) son uno de los más 
estudiados, debido a su implicación en muchos procesos celulares, y a la 
desregulación de su actividad en el desarrollo cancerígeno y la progresión 
metastásica. Durante el crecimiento tumoral, las mutaciones que afectan a los 
RTKs a menudo desembocan en una transformación celular, que puede alterar 
sus capacidades proliferativas, migratorias o de supervivencia, entre otras 104.       
 
I.3 Receptores tirosina quinasa (RTKs)   
I.3.1 Concepto 
Los RTKs son un tipo de receptores de membrana celular implicados en las 
interacciones célula-célula y célula-MEC, que participan en la regulación de una 
gran variedad de procesos celulares, como la proliferación, la migración, la 
apoptosis, la supervivencia y el metabolismo. Los RTKs se caracterizan por 
presentar una estructura proteica formada por tres zonas: un dominio 
extracelular, una hélice transmembrana y un dominio intracelular, que contiene 
una región regulatoria yuxtamembrana, un dominio tirosina quinasa y un 
extremo carboxilo terminal 105. 
El mecanismo de activación de los RTKs consiste en la unión de un ligando o 
molécula extracelular de señalización específica, generalmente un factor de 
crecimiento, al dominio extracelular. Esta unión provoca cambios 
conformacionales en el receptor que dan lugar a la autofosforilación del 
dominio tirosina quinasa intracelular, permitiendo el reclutamiento de múltiples 





señalización específica. Multitud de estudios han demostrado alteraciones 
genéticas que derivan en la desregulación funcional de los RTKs durante el 
cáncer. De hecho, dichos receptores constituyen las principales dianas 
terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad 106,107.   
Actualmente se han descrito un total de 58 RTKs en humanos, agrupados en 20 
subfamilias en función de la composición de su dominio extracelular. Dentro de 
esta clasificación se encuentran los RTKs con dominio discoidina (DDRs) 108. 
 
I.3.2 Receptores con dominio discoidina (DDRs)            
Los DDRs son un tipo de RTKs que poseen un dominio extracelular homólogo a 
la discoidina I, una lectina presente en la ameba Dictyostelium discoideum 
implicada en el mantenimiento de su morfología celular, su organización 
esquelética y en eventos de agregación celular 109. Como otros RTKs, los DDRs 
participan en múltiples procesos celulares y tisulares, incluidos la diferenciación, 
la migración, la adhesión, la invasión, la regulación del desarrollo, la 
remodelación de la MEC, la angiogénesis y la respuesta inflamatoria 110–115. 
La particularidad de estos receptores es que, a diferencia del resto de RTKs, el 
ligando de los DDRs es el colágeno, principal componente de la MEC. Este 
descubrimiento supuso la primera evidencia de interacción directa entre un RTK 
y la MEC. Hasta ese momento, se creía que la comunicación entre los elementos 
de la matriz y los RTKs se producía indirectamente, a través de factores de 
crecimiento; y que la señalización del colágeno únicamente tenía lugar a través 
de las integrinas y el receptor de plaquetas. Además, otra distinción de estos 
receptores es que la activación de los DDRs tras la unión del colágeno genera 
una fosforilación lenta y mantenida en el tiempo, que puede durar varias horas, 
algo que contrasta con los demás RTKs, los cuales se fosforilan con pocos 




Dentro de la subfamilia de los DDRs, se han definido dos miembros, DDR1 y 
DDR2. En humanos, el gen DDR1 tiene 17 exones que, mediante splicing 
alternativo, genera cinco isoformas (a-e) que difieren en su región intracelular o 
citoplasmática. Las isoformas a, b y c son funcionales; mientras que la d y la e 
son incapaces de fosforilarse, por falta del complejo tirosina quinasa o su 
disfuncionalidad, respectivamente. El gen DDR2 consta de 19 exones que 







Figura 11. Estructura proteica de los DDRs, compuesta de tres regiones principales: 
extracelular, donde se encuentra el dominio discoidina; transmembrana e intracelular, 
formada por la región yuxtamembrana, la tirosina quinasa y el carboxilo terminal. El 
DDR1 posee cinco isoformas (a y b son las más abundantes). El DDR2 tiene una isoforma 
121,122  
 
Como ya se ha mencionado, los DDRs se activan mediante colágeno, siempre y 
cuando esta proteína esté dispuesta en su estructura de triple hélice. Ambos 
receptores pueden unirse al colágeno que se organiza formando fibras o 
colágeno fibrilar, fundamentalmente los tipos I, II y III; así como al colágeno no 
fibrilar, aunque en este caso la afinidad varía. Por ejemplo, el colágeno tipo IV 



















En condiciones fisiológicas, los DDRs se expresan en muchos tejidos y órganos, 
tanto durante el desarrollo embrionario como en organismos adultos. Por un 
lado, la expresión del DDR1 se ha descrito principalmente en células epiteliales, 
sobre todo del colon, el páncreas, el riñón, el pulmón, la glándula mamaria y el 
cerebro. Por otro lado, la expresión del DDR2 se ha observado 
fundamentalmente en fibroblastos y condrocitos, además de en órganos como 
el colon, las glándulas suprarrenales y el ovario. Asimismo, la expresión de 
ambos DDRs también ha sido descrita en diferentes poblaciones celulares del 
sistema inmune, como monocitos, linfocitos y neutrófilos.  
Respecto a los niveles de expresión de los DDRs en el colon y el hígado, se sabe 
que el tejido colorrectal presenta una expresión elevada de ambos, siendo 
superior la del DDR1 comparándola con el DDR2. En cambio, el nivel de 
expresión de los DDRs es baja y similar en el tejido hepático. Aun así, no existe 
un análisis detallado de la expresión de dichos receptores por tipo celular en 
estos órganos 124,125. Por lo general, las células muestran mayoritariamente uno 
de los dos DDRs y una baja expresión del otro, aunque también pueden tener 
poca cantidad de ambos. Se cree que esto se debe a que la expresión conjunta 
de los DDRs podría provocar un exceso de actividad o a la inducción de un 
fenotipo perjudicial. Además, recientemente se ha sugerido que los dos 
receptores podrían estar asociados, aunque se desconocen los efectos de dicha 
interacción 126. Por tanto, las evidencias indican que la expresión de estos 
receptores está estrechamente controlada.  
De hecho, la desregulación funcional de los DDRs está relacionada con muchos 
tipos de cáncer, incluyendo el CCR. Diferentes estudios han revelado la 
participación de estos receptores en muchas etapas del proceso cancerígeno, 
como en la autosuficiencia de señales proliferativas, la evasión de la apoptosis, 
la supresión de la respuesta inmune, la activación de la inflamación y la 




Si tenemos en cuenta que las modificaciones estructurales que sufre la MEC 
durante la progresión tumoral afectan fundamentalmente a la composición y 
distribución del colágeno fibrilar, principal ligando de los DDRs, la relación de 
estos receptores con el proceso canceroso y metastásico parece del todo lógica.  
Estas alteraciones en la cantidad y estructura del colágeno matricial son 
moduladas tanto por las células cancerígenas como por las células del estroma 
tumoral asociado, bien durante el crecimiento del tumor primario, o en la 
conformación de la metástasis. De este modo, el componente celular del MAT 
configura la MEC mediante la degradación, o la síntesis y acumulación de 
colágeno, sobre todo de tipo I. A su vez, el colágeno matricial es capaz de 
modificar el comportamiento celular, desencadenando diferentes vías de 
señalización intracelular relacionadas con la proliferación, la regulación de la 
inflamación, la invasión y metástasis, el crecimiento y la integridad de los vasos 
sanguíneos, y la supervivencia celular. Así, el sistema de comunicación 
bidireccional establecido entre las células del MAT y el colágeno de la MEC, 
permite a las células tumorales coordinar multitud de propiedades y procesos 
biológicos, que van variando en función de las necesidades de la masa tumoral. 
Estas interacciones se llevan a cabo y se regulan mediante diferentes elementos 
celulares, dentro de los cuales se incluyen los DDRs 128. 
Por tanto, en la configuración del MAT, la expresión y actividad de los DDRs es 
crucial, no sólo en las células de cáncer, sino también en las células del estroma 
tumoral. En relación con esto, los DDRs se encuentran sobre-expresados en la 
mayoría de las células tumorales, por lo que el uso de inhibidores que bloquean 
su fosforilación, como dasatinib, imatinib, y nilotinib, está surgiendo como 
nueva herramienta terapéutica en el tratamiento contra esta enfermedad 129–
132. Sin embargo, apenas existe información sobre la expresión de estos 
receptores en las células del estroma tumoral asociado y mucho menos sobre 





Considerando que el DDR1 es más abundante que el DDR2 en las células del 
colon y que interviene en muchas de las características que definen a la célula 
tumoral (Fig.12) 127, su expresión y actividad en las células de CCR podrían estar 
relacionadas con su capacidad metastásica. Además, ya que el DDR1 también se 
encuentra en algunas células del estroma hepático, este receptor podría influir 








Figura 12. Contribución del DDR1 a las características de la célula tumoral. Adaptado de 
Henriet E y cols. 127 
 
I.3.2.1 DDR1 y metástasis 
Dentro de todas las propiedades de la célula cancerígena controladas por el 
DDR1, hay una que está íntimamente relacionada con la metástasis, la 
denominada transición epitelio-mesenquimal (TEM). Este proceso define el 
potencial invasivo de las células de cáncer que conforman la masa tumoral de 
origen y, por tano, determina su capacidad metastásica.  
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Asimismo, al igual que en el tumor primario, el DDR1 desempeña muchas 
funciones que afectan a las propiedades metastásicas de las células cancerosas 
y del microambiente en el órgano secundario. Concretamente, el DDR1 está 
relacionado con la regulación de la respuesta inflamatoria, la migración e 
invasión, la proliferación, la angiogénesis y la quimiorresistencia.     
  
I.3.2.1.1 DDR1 y transición epitelio-mesenquimal (TEM)  
La TEM consiste en un cambio fenotípico reversible, de características epiteliales 
a mesenquimales, que permite a las células cancerígenas desprenderse del 
tumor primario, potenciando así sus facultades invasivas y metastásicas 133. 
Algunos estudios han establecido una relación inversa entre la expresión del 
DDR1 y la TEM en células tumorales de mama 134 y de ovario 135. Otros autores, 
por el contrario, proponen que la expresión del DDR1 induce la pérdida de 
características epiteliales y la aparición de propiedades mesenquimales en 
varios tipos de cáncer. Por ejemplo, la interacción entre el DDR1 y las integrinas 
estimula la TEM en células de carcinoma pancreático 136. Además, la expresión 
del DDR1 se correlaciona con la aparición de marcadores de la TEM en tumor 
gástrico 137 y con la activación de esta transformación fenotípica en células de 
osteosarcoma 138 y de CCR 139. Del mismo modo, la inhibición del DDR1 conlleva 
la reducción de la expresión de marcadores mesenquimales en células de cáncer 
renal 140.   
El proceso de TEM en el tumor de origen puede ser provocado por factores 
derivados del estroma. Por ejemplo, las células endoteliales del colon 
promueven la metástasis de las células de CCR, al activar la TEM en el tumor 
mediante la secreción de fibronectina, una proteína de la MEC 141.  
Por otra parte, aunque normalmente la TEM se da en las células de cáncer 





entrada de las células tumorales al órgano secundario, como ocurre en el 
hígado. Según Hu CT y cols., las células de CCR son capaces de sobrevivir en los 
sinusoides hepáticos, donde proliferan para generar pequeñas masas 
tumorales. Es decir, en la microvasculatura del hígado, las células de CCR se 
encuentran en un estado pro-metastásico. En este entorno, las LSECs pueden 
activar la TEM de las células cancerígenas mediante la secreción del factor de 
inhibición de la migración en macrófagos (MIF), facilitando su extravasación y 
su acceso al tejido hepático 142.  
Estos estudios evidencian, por tanto, la importancia del estroma durante la TEM 
del cáncer, en particular la del endotelio, tanto en el ambiente primario como 
en el secundario. Sin embargo, mientras la expresión del DDR1 en el tumor se 
asocia generalmente con la estimulación de esta transformación fenotípica, se 
desconoce si la presencia y actividad del receptor en el estroma influyen en este 
proceso.    
 
I.3.2.1.2 DDR1 y respuesta inflamatoria  
Durante las primeras fases de la metástasis hepática, las poblaciones inmunes, 
principalmente las KCs y los linfocitos hepáticos, crean un ambiente pro-
inflamatorio con el objetivo de suprimir el crecimiento tumoral. No obstante, 
los factores derivados de las células cancerígenas pueden activar a estas células 
del sistema inmunitario hepático, además de a las LSECs y HSCs, creándose una 
respuesta inflamatoria crónica que promueva la progresión metastásica 143.  
Por un lado, el reclutamiento de células inmunes hacia el tumor requiere su 
infiltración a través de la MEC 144 y, puesto que el DDR1 se expresa en muchos 
de estos tipos celulares, especialmente en linfocitos T 114,145,146, se ha sugerido 
que el receptor podría estar asociado con la captación de dichas poblaciones. 




moléculas pro-inflamatorias, es decir, podría participar en la activación de la 
respuesta inmune. A este respecto, la activación del DDR1 en macrófagos 
humanos estimula la producción de citoquinas inflamatorias, como las 
interleuquinas IL1β e IL8 147. De manera similar, la unión del DDR1 con el 
colágeno matricial regula la secreción de óxido nítrico, importante modulador 
de la respuesta inmune, en una línea celular de macrófagos murinos 148. Sin 
embargo, se desconoce si las KCs, población mayoritaria y única de macrófagos 
hepáticos, expresan el DDR1, y que implicaciones podría tener en la 
configuración de un ambiente inflamatorio durante la metástasis hepática.  
Igualmente, las LSECs y las HSCs participan en la inmunorregulación del hígado. 
Estas células pueden amplificar la respuesta inmune mediante la secreción de 
diferentes citoquinas, promoviendo la infiltración de monocitos y neutrófilos 149. 
Aunque se ignora, como en las KCs, la expresión y activación del DDR1 en las 
LSECs y las HSCs podría estimular sus facultades pro-inflamatorias. 
 
I.3.2.1.3 DDR1, migración e invasión 
Al igual que ocurre en el proceso de TEM, el DDR1 puede inhibir o estimular la 
capacidad migratoria de las células tumorales.  
Por una parte, la sobre-expresión de DDR1a en células de cáncer hepático 
reduce su migración hacia componentes de la MEC, en concreto el colágeno tipo 
I y la fibronectina 150. También, el DDR1 presente en varias líneas celulares de 
carcinoma mamario disminuye su tasa migratoria al interaccionar con la 
fosfoproteína DARPP32 151.  
Por otra parte, el DDR1 puede activar la migración y la invasión de células de 
glioma 152, hepatocarcinoma 153 y de cáncer gástrico 154. La habilidad de invadir 





metastásicas que determina su nivel de agresividad. Dicha propiedad requiere 
de la interacción con la MEC, de manera que la activación de receptores y 
proteasas permite re-estructurar la matriz, evento crucial para la entrada de las 
células tumorales en nuevos ambientes. Además, la capacidad del DDR1 para 
unirse al colágeno tipo IV, característico de la membrana basal, y al tipo I, típico 
de la MEC, podría significar su participación en la transición de un carcinoma in 
situ a uno invasivo.  
Numerosas investigaciones han propuesto la colaboración entre el DDR1 y las 
MMPs en muchos tipos de cáncer, principalmente las MMP2 y MMP9 152,153,155–
157. Así, la función pro-invasiva del DDR1 parece estar relacionada con una sobre-
expresión de MMPs, de modo que este receptor podría contribuir a la 
degradación y remodelación de los componentes de la MEC, facilitando la 
invasión tumoral a través de la misma. La interacción entre el DDR1 y las MMPs 
no sólo resulta en la modificación de la expresión y producción de las enzimas 
proteolíticas de matriz, sino que también las MMPs pueden alterar ciertas 
propiedades del receptor. Respecto a esto, HL Fu y cols. han descrito que varias 
enzimas colagenasas de matriz, las MMP14, MMP15 y MMP16 regulan la 
conformación y activación del DDR1 en células de carcinoma mamario, 
sugiriendo una comunicación en sentido inverso entre la MEC y el tumor 158.    
En cuanto al DDR1 presente en el tejido hepático, se desconoce su papel durante 
la migración e invasión del CCR. Únicamente se ha planteado que la activación 
del DDR2, el otro tipo de receptor discoidina, promueve la expresión de MMP2 
en las HSCs, estimulándose la remodelación de la MEC mediante la degradación 
de colágeno matricial y favoreciéndose la entrada de las células de CCR en el 
hígado 112,113. Dada la función principal de las HSCs en la re-estructuración de la 
matriz mediante la degradación, y la síntesis y acumulación de sus componentes 
79, así como la elevada tasa de secreción de MMPs de las KCs 73, estas 




y la invasión de las células de CCR por mediación del DDR1, si expresasen claro 
está este receptor.  
Otro aspecto a tener en cuenta es que el reclutamiento de células estromales 
por parte de las células tumorales contribuye a la progresión metastásica 8. Esto 
quiere decir que factores derivados del tumor podrían inducir la migración de 
las SCs hepáticas, es decir, de las LSECs, KCs y HSCs, mediante la activación de 
su DDR1, considerando que estas células del hígado lo expresaran. En relación 
con esto, existen estudios que indican que la capacidad migratoria e invasiva de 
las células del sistema inmune y los fibroblastos podría estar regulada por el 
DDR1 114,159. 
Todo ello significa que, en caso de estar presente en las SCs hepáticas, el DDR1 
podría participar en la remodelación de la MEC en el hígado metastatizado, 
promoviendo la captación de estas células hacia el tumor. Esta infiltración de 
células estromales potenciaría además la respuesta inflamatoria, proliferativa, 
angiogénica y de supervivencia, favoreciendo el desarrollo metastásico.   
 
I.3.2.1.4 DDR1 y proliferación 
Estudios in vitro e in vivo han establecido que el DDR1 promueve la proliferación 
tumoral mediante la activación de diferentes vías de señalización en células de 
cáncer de esófago 160, glioma 161 y adenocarcinoma pancreático 162, entre otros. 
Sin embargo, la activación del DDR1 también puede suponer un factor pro-
apoptótico. Por ejemplo, un estudio ha demostrado que la fosforilación del 
DDR1 mediada por colágeno tipo I induce la apoptosis en células de cáncer de 
mama 163. Siguiendo esta línea de investigación, recientemente Saby C y cols. 
han señalado que altos niveles de expresión de DDR1 se correlacionan con la 
activación de la apoptosis y la reducción de la tasa proliferativa en células de 





sucede durante la TEM, la migración y la invasión, el papel del DDR1 en el 
crecimiento tumoral parece depender del tipo de célula cancerígena en 
cuestión. 
La implicación del DDR1 hepático en la proliferación de las células de CCR se 
desconoce. De hecho, aunque existen múltiples análisis de la función del DDR1 
tumoral, apenas hay estudios que relacionen el DDR1 expresado en el tejido del 
órgano metastatizado con la tasa proliferativa de las células de cáncer. En este 
sentido, actualmente se ha establecido que las células del estroma mamario son 
capaces de remodelar la matriz del MAT mediante la deposición de colágeno 
matricial, todo ello regulado por el DDR1. De esta manera, dicha re-
estructuración llevada a cabo por el estroma, promueve el crecimiento de las 
células de cáncer de mama 165. De igual modo, si las células del estroma hepático 
expresaran DDR1, podrían modular la proliferación tumoral del CCR a través del 
mismo.  
               
I.3.2.1.5 DDR1 y angiogénesis           
La formación de vasos sanguíneos a partir de los existentes (angiogénesis) o de 
novo (vasculogénesis) proporciona nutrientes y oxígeno a las células tumorales 
permitiendo su progresión y supervivencia, por lo que estos procesos 
constituyen factores clave para el desarrollo metastásico. Las células de cáncer 
secretan multitud de sustancias, principalmente el factor de crecimiento 
endotelial vascular (VEGF), que estimulan la proliferación y la infiltración de las 
células endoteliales hacia el tumor, encargadas de la formación de la 
vasculatura. Recientemente, se ha propuesto que el DDR1 podría modular la 
secreción de VEGF en células de cáncer gástrico, regulando por tanto la 




En el hígado, son las LSECs las que mayoritariamente intervienen en la 
angiogénesis y vasculogénesis. No obstante, las HSCs, localizadas sobre el 
endotelio, contribuyen a dichos procesos mediante la estabilización y el 
mantenimiento de la vasculatura gracias a su capacidad contráctil 77,78. Durante 
su activación, las HSCs sobre-expresan el receptor para VEGF, lo que sugiere que 
podrían participar, junto con las LSECs, en la respuesta angiogénica hepática 
promovida por los factores tumorales 166. De todos modos, no existen estudios 
que describan la implicación del DDR1 estromal en la vascularización del hígado.            
Para la formación de los vasos sanguíneos, las LSECs deben ser capaces de 
degradar la membrana basal y la MEC con el fin de abrirse paso a través del 
estroma. Para ello, estas células generan unas estructuras denominadas 
invadosomas, extensiones celulares capaces de unirse y degradar los 
componentes de la MEC 167–169. Sin embargo, se desconoce el papel del DDR1 
endotelial en el desarrollo de estas estructuras necesarias para la angiogénesis. 
Al igual que en las LSECs, los invadosomas son característicos de las células 
tumorales, ya que les facilitan el paso a través de las barreras anatómicas 
durante la invasión. En este contexto, la expresión del DDR1 se asocia con la 
formación de invadosomas en muchos tipos de cáncer, como el carcinoma 
mamario, el adenocarcinoma pulmonar, el hepatoma y la leucemia 170.  
 
I.3.2.1.6 DDR1 y quimiorresistencia          
Varias investigaciones han demostrado que la expresión del DDR1 está 
relacionada con un aumento de la quimiorresistencia del tumor a diferentes 
medicamentos. El DDR1 es capaz de activar distintas vías de señalización que se 
traducen en un aumento de la supervivencia de células de cáncer de próstata 
156, de mama 171 y de colon 172, entre otros. Por ejemplo, el silenciamiento de la 





y apoptosis tras el tratamiento con cisplatino 173. Asimismo, la inhibición del 
DDR1 en células de adenocarcinoma ductal pancreático aumenta la efectividad 
de la terapia citotóxica anti-tumoral 174. Incluso, Hur H y cols. han definido al 
DDR1 como marcador pronóstico en pacientes con tumor gástrico que 
previamente habían recibido un tratamiento adyuvante, correlacionando la 
expresión de este receptor con una tasa de supervivencia baja 175.  
Por otra parte, está ampliamente aceptado que uno de los mecanismos de 
adquisición de resistencia a fármacos es el mediado por el propio MAT 176. En 
relación con esto, el principal tipo celular estromal que contribuye a la 
quimiorresistencia del tumor son los fibroblastos asociados al cáncer.  
Por un lado, los fibroblastos del estroma tumoral pueden secretar diversos 
factores de crecimiento, que promueven la metástasis y la supervivencia de las 
células cancerígenas frente a tratamientos anti-tumorales, como se ha 
observado en tumores primarios de colon 177 y de hígado 178. Por otro lado, 
además de las células del tumor, los fibroblastos son el tipo celular estromal con 
mayor capacidad para producir proteínas de matriz, especialmente colágeno, 
las cuales juegan un importante papel incrementando la quimiorresistencia de 
las células cancerígenas. Un estudio reciente ha demostrado que la síntesis de 
colágeno y fibronectina, no sólo por las células tumorales, sino también por las 
células estromales, principalmente los fibroblastos, aumenta la supervivencia 
de células de cáncer de esófago 179. Igualmente, la activación de fibroblastos por 
células de carcinoma mamario 180 y de CCR 181 favorece la resistencia del tumor 
a diferentes fármacos, gracias a la secreción de proteínas de la MEC.  
Estos estudios revelan la importancia del colágeno en la quimiorresistencia del 
cáncer. Dado que es el principal ligando del DDR1, la expresión de este receptor 
en el estroma del órgano secundario, al igual que en el tumor primario, podría 





En conjunto, el MAT del hígado representa un factor determinante en la 
evolución de la metástasis hepática de CCR. La implicación del MAT en la 
progresión metastásica radica en la comunicación bidireccional entre las células 
tumorales y el estroma, constituido por diferentes poblaciones celulares y MEC. 
En este entorno dinámico, la matriz constituye el componente estromal 
mayoritario y desempeña una función estructural esencial para el 
mantenimiento de la integridad celular y tisular. Durante la metástasis, las 
interacciones, no sólo de las células tumorales, sino también de las estromales 
con la MEC modifican sus propiedades físicas y químicas, con el fin de conformar 
un nicho favorable para el crecimiento de las células cancerígenas. El colágeno 
fibrilar, la proteína más abundante de la MEC, sufre multitud de cambios que 
afectan a su cantidad, distribución y disposición, y que están asociados con el 
crecimiento metastásico. De este modo, la unión mediada por receptores, como 
el DDR1, entre las células cancerígenas y estromales, y las fibras de colágeno 
regula la progresión tumoral y constituye uno de los factores pronósticos de esta 
enfermedad.  
De ahí, la importancia de la expresión y actividad del DDR1 tumoral y también 
del DDR1 presente en el estroma hepático a lo largo de la cascada metastásica 
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La hipótesis que planteamos en este trabajo es que la expresión y actividad del 
DDR1 en las SCs hepáticas y en las células de CCR metastásico, podría influir en 
la conformación de un ambiente pro-metastásico en el hígado, promoviendo la 
entrada y el crecimiento del tumor. 
Para comprobar dicha hipótesis, proponemos los siguientes objetivos: 
1. Desarrollar un modelo in vitro de interacción entre las tres poblaciones de 
SCs hepáticas (LSECs, KCs y HSCs) y las células de CCR metastásico. 
 
2. Determinar la expresión, sub-localización y actividad del DDR1 en las SCs 
hepáticas y en tres líneas celulares de CCR metastásico. 
 
3. Dilucidar el papel del DDR1 sinusoidal en una serie de propiedades 
estromales y tumorales relacionadas con la metástasis, durante la 
comunicación entre las SCs hepáticas y las células de CCR metastásico.  
 
4. Evaluar la implicación del DDR1 tumoral en la capacidad metastásica in vitro 
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III.1 Células primarias hepáticas 
III.1.1 Aislamiento 
Para la obtención de células primarias hepáticas se emplearon ratones de la 
cepa BALB/c, con la aprobación del Comité de Ética de Experimentación Animal. 
El aislamiento de las poblaciones celulares del hígado (hepatocitos, LSECs, KCs y 
HSCs) se llevó a cabo siguiendo el protocolo establecido por Smedsrød y Pertoft 
en 1985 182, con pequeñas modificaciones. En primer lugar, para eliminar la 
sangre, el hígado fue perfundido (solución de perfusión: 3.5M NaCl, 0.2M KCl, 
0.2M HEPES y 3.75M NaOH; Sigma-Aldrich, Estados Unidos) a través de la vena 
cava, a una velocidad de 4ml/minuto durante 5 minutos. A continuación, para 
el proceso de digestión enzimática del órgano, se procedió a una segunda 
perfusión con una solución (0.7M NaCl, 67mM KCl, 1M HEPES, 54mM CaCl2·H2O 
y 16.5M NaOH; Sigma-Aldrich) al 0.02% de colagenasa tipo IV (Sigma-Aldrich), a 
7ml/minuto durante 8 minutos. Tras extraer el hígado, éste fue disgregado 
sobre una placa Petri (Sarstedt, Alemania) mediante movimientos lineales 
rápidos con ayuda de unas pinzas quirúrgicas. De esta manera, se desprendió la 
cápsula de Glisson (envoltura fibrosa que recubre el hígado) y se obtuvo una 
suspensión celular, que fue centrifugada dos veces a 33 g durante 2 minutos a 
4°C. Como resultante se obtuvo un precipitado compuesto por células del 
parénquima hepático, alrededor de un 90% correspondiente a hepatocitos y de 
donde se extrajo este tipo celular, y un sobrenadante enriquecido en células no 
parenquimatosas. Éste último fue sometido a una centrifugación isopícnica 
mediante un gradiente de densidades (50%, 31% y 24%) con Percoll (MP 
Biomedicals, Estados Unidos) para obtener las SCs. Las LSECs fueron recogidas 
de la fase inferior y las HSCs de la superior. Las KCs fueron aisladas gracias a su 
capacidad para adherirse rápidamente al plástico, realizando un lavado con 
medio de cultivo 15 minutos tras la siembra. 




Las células primarias hepáticas (Fig.13) fueron cultivadas en medio RPMI-1640, 
suplementado con penicilina (100U/ml), estreptomicina (100µg/ml), 
anfotericina B (0.25µg/ml) y gentamicina (50µg/ml) (Thermo Fisher Scientific, 
Estados Unidos), e incubadas a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2. 
Por un lado, se cultivaron en placas de 24 pocillos (Sarstedt) 1.5x105 
hepatocitos/cm2 con medio en ausencia de suero bovino fetal (SBF) durante 15-
20 horas hasta su uso. Este periodo permite que los hepatocitos se adhieran 
completamente al plástico y preserven sus funciones 183. Por otro lado, las LSECs 
y las KCs se mantuvieron con una concentración del 5% de SBF (Thermo Fisher 
Scientific). Las LSECs se sembraron a una densidad de 8x105 células/cm2 sobre 
placas de 48 pocillos (Sarstedt) pre-tratadas con colágeno tipo I (Col I) (Thermo 
Fisher Scientific) al 1% durante 30 minutos, mientras que las KCs se cultivaron 
directamente sobre plástico en placas Petri, a una concentración de 2x105 
células/cm2. Con la finalidad de que las células se recuperasen tras el proceso 
de extracción y aislamiento, y se adhiriesen correctamente, ambos tipos 
celulares se incubaron durante 3 horas. Este tiempo de incubación permite que 
se mantengan las características funcionales celulares, como la expresión del 
receptor de manosa en las LSECs 64 y la capacidad secretora de las KCs 184. 
Después, las LSECs y las KCs se usaron en diferentes experimentos. Por último, 
las HSCs se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 4x105 
células/cm2 y se mantuvieron a una concentración del 0.5% de SBF durante un 
día y del 5% a lo largo del segundo día. Bajo estas condiciones, las HSCs se 
adhirieron completamente al plástico, apenas proliferaron, mantuvieron sus 
inclusiones lipídicas y expresaron el marcador α-actina de músculo liso (α-SMA), 
considerándose un  fenotipo transitorio entre el estado quiescente y el activado 
185,186. Las HSCs se usaron a partir del tercer día en diferentes experimentos.   












Figura 13. Cultivos de células primarias hepáticas. Hepatocitos (A), LSECs (B), KCs (C) y 
HSCs (D) a un 90%, 80%, 50% y 80% de confluencia, respectivamente. Imágenes de 
microscopía óptica de contraste de fases. Barra de escala, 40µm       
 
III.2 Líneas celulares 
III.2.1 Células de CCR 
Las líneas celulares murinas (C26 y MCA38) y humana (HT29) de CCR 
metastásico (Fig.14) fueron obtenidas de la Colección Americana de Cultivos 
Tipo (ATCC, Estados Unidos). Las células C26 y MCA38 fueron cultivadas en 
medio RPMI-1640 y el medio McCoy's (Thermo Fisher Scientific) fue utilizado 
para las células HT29, ambos suplementados con SBF al 10%, penicilina 
(100U/ml), estreptomicina (100µg/ml) y anfotericina B (0.25µg/ml). Las células 
se incubaron a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2.  
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Figura 14. Cultivos de células de CCR metastásico. C26 (A), MCA38 (B) y HT29 (C) a un 
60% de confluencia. Imágenes de microscopía óptica de contraste de fases. Barra de 
escala, 40µm  
 
Para el sub-cultivo, al alcanzarse el 90% de confluencia, el medio fue sustituido 
por tampón fosfato salino (PBS) 1X para eliminar los restos de suero. Después, 
las células C26 se trataron con PBS 1X-EDTA 4mM (PanReac AppliChem, Estados 
Unidos), y las células MCA38 y HT29 se incubaron con tripsina-EDTA 0.05% 
(Thermo Fisher Scientific), en ambos casos durante aproximadamente 5 
minutos a 37°C y al 5% de CO2, hasta despegar la mono-capa celular del plástico. 
La suspensión celular obtenida fue centrifugada a 250 g durante 5 minutos a 4°C 
y el precipitado resultante fue re-suspendido homogéneamente en medio de 
cultivo completo, llevándose a una dilución 1:10. Finalmente, 1 ml de dicha 
suspensión celular se sembró en frascos de cultivo T75 (Sarstedt). Las células 
fueron desechadas tras 10 pases y sustituidas por nuevos lotes. 
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III.2.2 Células no tumorales 
Las líneas celulares murinas de fibroblastos (3T3) y macrófagos (J774A.1) 
(Fig.15) fueron obtenidas de la ATCC. Las células fueron cultivadas en medio 
RPMI-1640, suplementado con SBF al 10%, penicilina (100U/ml), estreptomicina 
(100µg/ml) y anfotericina B (0.25µg/ml). Las células se incubaron a 37°C en una 
atmósfera al 5% de CO2.  
Figura 15. Cultivos de células no tumorales. Fibroblastos 3T3 (A) y macrófagos J774A.1 
(B) a un 90% de confluencia. Imágenes de microscopía óptica de contraste de fases 
obtenidas de la ATCC. Barra de escala, 100µm 
 
El sub-cultivo de fibroblastos 3T3 se llevó a cabo del mismo modo que en las 
células de CCR MCA38 y HT29 (apartado anterior). Sin embargo, los macrófagos 
J774A.1, al ser células más sensibles al efecto tóxico de la tripsina y a la fuerza 
rotatoria, fueron despegados del plástico mediante un raspador (Thermo Fisher 
Scientific) y no se centrifugaron. Las células fueron desechadas tras 10 pases y 
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III.3 Extracción de ARN 
Las células se lavaron dos veces con PBS 1X frío. La lisis celular y la extracción de 
ARN total se realizaron usando el Kit de Purificación de ARN de Norgen (Norgen 
Biotek Corporation, Canadá). Después, se comprobó la concentración y la 
pureza de las muestras mediante un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 
(Thermo Fisher Scientific). Finalmente, las muestras se almacenaron a -20°C 
para su posterior uso.  
 
III.4 Extracción de proteína 
Las células se lavaron dos veces con PBS 1X frío. La lisis celular y la extracción de 
proteína se realizaron usando la solución Laemmli (BIO-RAD, Estados Unidos) 1X 
al 1% de beta-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), a una concentración aproximada 
de 100µl/106 células. Seguidamente, las muestras se homogeneizaron 
pasándolas 5 veces arriba y abajo por una jeringa con un diámetro interior de 
20g (Sigma-Aldrich). La cuantificación de la proteína total se realizó mediante la 
técnica de turbidimetría con ácido tricloroacético (TCA, Fluka Biochemika, Suiza) 
y midiendo la absorbancia del medio a 570 nm mediante un espectrofotómetro 
Synergy HT (Biotek, Estados Unidos) 187. Finalmente, las muestras se 
almacenaron a -20°C para su posterior uso.   
 
III.5 Obtención de secretomas 
Los secretomas celulares se obtuvieron como medios condicionados (MCs) de 
las células incubadas durante 24 horas a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2 en 
medio de cultivo al 5% de SBF (SCs) o sin suero (células de CCR C26). En el caso 
de las SCs, al ser incapaces de proliferar y debido al cultivo de densidades 




celulares óptimas para la experimentación, sacrificando el menor número de 
ratones, las LSECs y HSCs se sembraron a una confluencia del 80%, y las KCs del 
50%. Las células C26, por su parte, se cultivaron a una confluencia del 90%.  
Finalmente, los MCs fueron centrifugados a 1200 g durante 5 minutos y a 4°C 
para eliminar los restos celulares y almacenados a -20˚C para su posterior uso. 
 
III.6 Tratamientos 
III.6.1 Modelo in vitro de interacción celular sinusoide-tumor 
Para el diseño de un modelo in vitro de comunicación entre las SCs hepáticas y 
las células de CCR, las SCs fueron incubadas con factores solubles tumorales, y 
las células de CCR C26 fueron cultivadas con factores solubles sinusoidales.  
III.6.1.1 Activación de las SCs con factores tumorales solubles 
Las SCs se incubaron a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2 con el secretoma de 
las células de CCR C26 diluido 1:2 con medio de cultivo y a una concentración 
final del 5% de SBF durante 1 hora, para la extracción de ARN, o durante 24 
horas, para la extracción de ARN y proteína. Estas células se denominaron SCs 
activadas por tumor (SCs-TA).  
III.6.1.2 Activación de las células de CCR C26 con factores sinusoidales 
solubles 
Las células de CCR C26 se incubaron a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2 con 
el secretoma de cada una de las SCs (LSECs, KCs y HSCs) diluido 1:2 con medio 
de cultivo y a una concentración final del 2.5% de SBF durante 24 horas, para la 
extracción de ARN y proteína. Estas células se consideraron C26 activadas por 
sinusoide (C26-SA). 
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III.6.2 Activación de DDR1 
La fosforilación del DDR1 se activó incubando las células a 37°C en una 
atmósfera al 5% de CO2 durante 3 horas con Col I 10nM en medio de cultivo. En 
el caso de las SCs, el medio fue suplementado con SBF al 5%. Las células de CCR, 
los fibroblastos 3T3 y los macrófagos J774A.1 fueron cultivados en placas de 24 
pocillos a una concentración de 7.5x104 células/cm2 en ausencia de suero, al 
0.5% y al 1% de SBF, respectivamente (Fig.16).    
Figura 16. Activación de DDR1 de SCs, células de CCR, fibroblastos 3T3 y macrófagos 
J774A.1 con Col I. * DDR1 activado 
 
III.6.3 Bloqueo de DDR1 
La fosforilación del DDR1 se bloqueó incubando las células a 37°C en una 
atmósfera al 5% de CO2 con el compuesto químico inhibidor DDR1-IN-1 (Tocris 
Bioscience, Reino Unido), altamente específico y contrastado 188,189, en medio 
de cultivo. Las líneas celulares no tumorales 3T3 y J774A.1 se emplearon para 
determinar la concentración del inhibidor químico capaz de bloquear la 
fosforilación del DDR1, sin causar alteración de la morfología celular y/o 
apoptosis. Después, dicha concentración fue usada para tratar las SCs.  
Las células 3T3, J774A.1 y HT29 se sembraron en placas de 24 pocillos a una 
densidad de 7.5x104 células/cm2 al 0.5%, al 1% y sin SBF, respectivamente, y se 
incubaron durante 3 horas para permitir su adherencia al plástico. Después, las 





RPMI-1640 5% SBF (SCs), sin SBF (células de CCR), 










compuesto bloqueante DDR1-IN-1 (células no tumorales: 0, 5, 10, 50, 80, 100nM 
y células tumorales: 0, 50, 100, 200nM), y tratadas posteriormente con medio 
de cultivo fresco con 10µg/ml de Col I y la concentración correspondiente de 
DDR1-IN-1 durante 2 horas. Se eligieron 100nM y 200nM como las 
concentraciones máximas de DDR1-IN-1 en células no tumorales y tumorales, 
respectivamente, ya que a partir de dichas cantidades comenzó a aparecer daño 
celular (alteración de la morfología). Tras comprobar la toxicidad y la efectividad 
de las diferentes concentraciones del compuesto DDR1-IN-1 empleadas, el 
bloqueo de la fosforilación del DDR1 en las SCs se realizó incubando las células 
con medio al 5% de SBF y 70nM de DDR1-IN-1 (Fig.17). Además de por los 
resultados preliminares obtenidos con las líneas celulares no tumorales 3T3 y 
J774A.1, se eligió 70nM como concentración máxima de DDR1-IN-1 porque 





Figura 17. Bloqueo de DDR1 de SCs, células de CCR HT29, fibroblastos 3T3 y macrófagos 
J774A.1 con DDR1-IN-1. * DDR1 bloqueado 
 
III.6.4 Combinación de tratamientos 
III.6.4.1 Bloqueo de DDR1 en SCs activadas por tumor (-TA) 
Con el fin de dilucidar la implicación del DDR1 sinusoidal en la respuesta de las 
SCs al tumor, se extrajeron lisados proteicos y secretomas de SCs, expuestas a 
Col I, combinando los tratamientos de activación con factores tumorales en 
primer lugar y posterior bloqueo del DDR1.  
SCs/ HT29/ 
3T3 y 
J774A.1 RPMI-1640 5% SBF (SCs), sin 
SBF (HT29), 0.5% SBF (3T3) y 
1% SBF (J774A.1) + DDR1-IN-1  
(1 hora) 
RPMI-1640 SBF + DDR1-
IN-1 correspondiente + 
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Por un lado, para conseguir los lisados proteicos, se obtuvieron SCs-TA, 
incubándolas con factores tumorales tal como se ha explicado, durante una 
noche. Después, se procedió al bloqueo del DDR1 como ya se ha descrito, 
resultando en los siguientes 4 grupos: SCs control (SCs-Ø) tratadas (+) o no (-) 
con el inhibidor y SCs-TA tratadas (+) o no (-) con el inhibidor.  
Por otro lado, para la obtención de los secretomas, se prosiguió el tratamiento 
en los 4 grupos de SCs. De esta manera, el medio fue sustituido por medio de 
cultivo fresco al 5% de SBF durante 24 horas, resultando en el consiguiente 









Figura 18. Proteína y secretomas o MCs de las SCs resultantes de la interacción con el 
tumor. Control (-Ø), activadas por tumor (-TA), sin inhibidor (-) y con inhibidor (+)  
 
III.6.4.2 Tratamiento de células C26 activadas por sinusoide (-SA) 
Para analizar el papel del DDR1 sinusoidal en la respuesta de las células del 
tumor a los factores de las SCs, se extrajeron lisados proteicos y secretomas de 
-  
MC C26 1:2 medio 
de cultivo 5% de SBF 
(una noche) 
+  
Medio de cultivo 5% 
de SBF (24 horas) 
Proteína SCs-TA - 
DDR1-IN-1 (70nM) 
Proteína SCs-TA + 
MC SCs-TA - MC SCs-TA + 
+  -  
Medio de cultivo 5% 
de SBF (una noche) 
Medio de cultivo 5% 
de SBF (24 horas) 
Proteína SCs-Ø - 
DDR1-IN-1 (70nM) 
Proteína SCs-Ø + 
MC SCs-Ø - MC SCs-Ø + 
SCs 




células de CCR C26, expuestas a Col I, tratadas con los secretomas de las SCs 
resultantes de la combinación de tratamientos del apartado anterior.  
Para conseguir los lisados proteicos, se obtuvieron células C26-SA, incubándolas 
con factores sinusoidales durante 24 horas como se ha comentado 
previamente. Se definieron los 5 grupos siguientes: C26 basales, C26 activadas 
por sinusoide control (C26 SA-Ø) sin (-) o con (+) la inhibición del DDR1 sinusoidal 
y C26 activadas por sinusoide activado por tumor (C26 SA-TA) sin (-) o con (+) la 
inhibición del DDR1 sinusoidal.  
Para la obtención de los secretomas, se continuó el tratamiento en los 5 grupos 
de células C26, sustituyendo el medio por medio de cultivo fresco sin suero 










Figura 19. Proteína y secretomas o MCs de las células de CCR C26 resultantes de la 
interacción con el sinusoide hepático. Control (-Ø), activadas por sinusoide (-SA), sin 
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La cantidad de ADN se amplificó utilizando el Kit AmpliTaqR ADN Polimerasa 
(Thermo Fisher Scientific) y cebadores específicos (Tabla II) en un termociclador 
(BIO-RAD). Después, se cargaron un total de 250ng de muestra (diluida en 
solución de carga TrackItTM Cyan/Orange, Thermo Fisher Scientific) por pocillo 
en geles al 1% de agarosa (Sigma-Aldrich). La electroforesis se llevó a cabo 
durante 1 hora a 90mV. Finalmente, las bandas se visualizaron en el equipo de 
quimioluminiscencia SynGene. El programa FIJI-ImageJ se empleó para 
cuantificar la expresión génica, usando RPS15 como gen constitutivo. 
Tabla II. Cebadores para PCR convencional. Nombre y secuencia (5´ 3´)    
Nombre Secuencia (adelante) Secuencia (reversa) 
DDR1 










1µg de ARN se transcribió inversamente a ADNc utilizando el Kit de 
Transcripción Inversa iScriptTM (BIO-RAD) en un termociclador (BIO-RAD). 
Finalmente, el ADNc se cuantificó usando el Kit Universal SYBR® Green iTaqTM 
(BIO-RAD) y cebadores específicos (Tabla III) en un termociclador ABI 7900HT 




(Thermo Fisher Scientific). El programa ABI Prism SDS2.0 se empleó para 
cuantificar la expresión génica, usando GAPDH como gen constitutivo. 
Tabla III. Cebadores para PCR cuantitativa. Nombre y secuencia (5´ 3´)       











Factor de crecimiento 
derivado de plaquetas 
TGAGAACCAGCAGAGGCATTT GCCACCATGCTGATTTCCAG 
VEGF 
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III.8 Western blot 
Las muestras proteicas se calentaron a 100°C durante 5 minutos para 
desnaturalizar la proteína. Se cargaron 10µg y 20µg de lisados proteicos de 
células primarias y líneas celulares, respectivamente. La electroforesis se llevó a 
cabo en geles de acrilamida (BIO-RAD) al 15% (para detectar CD146, F4/80, 
GFAP, MMP14, TIMP2 CASP3, PAKT, AKT, PERK y ERK), al 10% (para detectar 
DDR1 y PDDR1) y al 7.5% (para detectar ICAM1, VCAM1, Ki67 y MMP9), durante 
90 minutos a 90mV. Las proteínas se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa (BIO-RAD) mediante transferencia húmeda durante 3 horas y 30 
minutos a 385 mA a 4°C. Para comprobar la eficacia de la transferencia, las 
membranas fueron teñidas con una solución al 0.1% de Ponceau S (Sigma-
Aldrich). Después, las membranas fueron incubadas en agitación con solución 
de bloqueo, compuesta por TBS-T (20nM Tris pH 7.5, 500nM NaCl, 0.1% Tritón 
X-100; Thermo Fisher Scientific) al 5% de leche en polvo, durante 1 hora a 
temperatura ambiente; seguida de los anticuerpos primarios específicos 
durante la noche a 4°C y los correspondientes anticuerpos secundarios 
biotinilados durante 1 hora a temperatura ambiente (Tabla IV), todos diluidos 
en solución de bloqueo. Por último, las membranas se incubaron 30 minutos a 
temperatura ambiente con estreptavidina-HRP (1:500) para detectar CD146, 
F4/80, GFAP, MMP14, TIMP2, CASP3, ICAM1, VCAM1, Ki67, MMP9, PAKT, AKT, 
PERK, ERK, GAPDH y α-Tubulina, y con el Kit Ultra-Sensitivo ABC Peroxidasa en 
el caso de DDR1 y PDDR1, ambos reactivos de Thermo Fisher Scientific. Las 
bandas se visualizaron mediante el sustrato de HRP para Western LuminataTM 
Crescendo (Millipore, Estados Unidos) en el equipo de quimioluminiscencia 
SynGene. El programa FIJI-ImageJ se empleó para cuantificar la expresión 
proteica, usando GAPDH o α-Tubulina como proteína constitutiva. 
 




Tabla IV. Anticuerpos para Western blot. Nombre, dilución y casa comercial   
Nombre Dilución Casa comercial 
anti-CD146 
Molécula de adhesión celular 
de melanoma (MCAM)  
1:1000 Abcam (Estados Unidos) 
anti-F4/80   
Receptor hormonal 1 con 
mucina, similar al factor de 
crecimiento epidérmico (EGF) 
1:1000 BIO-RAD 
anti-GFAP  
Proteína ácida fibrilar glial 
1:2000 Abcam 
anti-MMP14 
Metaloproteinasa de matriz 
14 
1:1000 Thermo Fisher Scientific 
anti-TIMP2 
Inhibidor tisular de la 
metaloproteinasa de matriz 2 
1:750 Thermo Fisher Scientific 
anti-DDR1 
Receptor dominio discoidina 1 
1:1000 GeneTex (Estados Unidos) 
anti-PDDR1 
Receptor dominio discoidina 1 
fosforilado 




Cell Signaling Technology (Estados 
Unidos) 
anti-ICAM1 
Molécula de adhesión 
intercelular 1 
1:1000 Thermo Fisher Scientific 
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Nombre Dilución Casa comercial 
anti-VCAM1 
Molécula de adhesión celular 
vascular 1 
1:1000 R&D Systems (Estados Unidos) 
anti-Ki67 
Antígeno de proliferación 
celular Ki67  
1:1000 Abcam 
anti-MMP9 
Metaloproteinasa de matriz 9 
1:1000 Abcam 
anti-AKT 
Proteína quinasa B 
1:1000 St John´s Laboratory 
anti-PAKT 
Proteína quinasa B 
fosforilada 
1:500 St John´s Laboratory 
anti-ERK 
Quinasa extracelular 
regulada por señal 
1:1000 Cell Signaling Technology 
anti-PERK 
Quinasa extracelular 
regulada por señal fosforilada 








   




Nombre Dilución Casa comercial 
Cabra anti-Conejo 1:1500 Thermo Fisher Scientific 
Cabra anti-Rata 1:2000 Thermo Fisher Scientific 
Conejo anti-Ratón 1:2000 Thermo Fisher Scientific 
 
 
III.9 Inmunocitofluorescencia  
Alrededor de 105 células se sembraron en medio de cultivo al 5% de SBF (SCs) y 
sin suero (células de CCR) sobre cubreobjetos de 13mm de diámetro (Sarstedt) 
y se fijaron con una solución de PBS 1X al 4% de paraformaldehído (PanReac 
AppliChem) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después, las células 
se lavaron tres veces con PBS 1X y, para bloquear las interacciones proteicas no 
específicas, se incubaron con una solución de PBS 1X al 3% de albúmina de suero 
bovino (Sigma-Aldrich), durante 1 hora a temperatura ambiente. A 
continuación, las células se incubaron con el anticuerpo primario anti-DDR1 
(Cloud-Clone Corporation, Estados Unidos) a una dilución 1:200 durante la 
noche a 4°C, seguido del anticuerpo secundario fluorescente Cabra anti-Conejo 
Cy3 (Abcam) a una dilución 1:2000 durante 1 hora a temperatura ambiente y en 
oscuridad, ambos diluidos en solución de bloqueo. Las fibras de actina se tiñeron 
con Faloidina-iFluor 488 (1:100) y los núcleos celulares se marcaron con Hoechst 
33342 (1:1000), ambos reactivos de Abcam. Finalmente, las células se 
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III.10 Inmunohistoquímica  
Las biopsias de hígado humano se obtuvieron de 19 pacientes con de 1 a 3 
metástasis hepáticas, intervenidos en la Unidad de Cirugía Hepática del Hospital 
de Cruces (Barakaldo, Vizcaya, España). Las muestras fueron procesadas en 
forma de arrays de tejido por la empresa Pharmakine-Pharmatech (Parque 
Tecnológico de Derio, Vizcaya, España), siguiendo los protocolos pertinentes y 
con la aprobación del Comité Ético de Investigación Clínica. 
Un total de 46 secciones de cortes en parafina de tejido hepático sano alejado 
de la metástasis (n=27) y de tejido con metástasis hepática de CCR (n=19) se 
incubaron durante 10 minutos a 90°C con una solución para la recuperación 
antigénica (R&D Systems, Estados Unidos). La actividad de la enzima peroxidasa 
endógena se bloqueó mediante una incubación de 30 minutos a temperatura 
ambiente en PBS 1X al 3% de peróxido de hidrógeno (H2O2, PanReac 
AppliChem). Para evitar un marcaje inespecífico se llevó a cabo un segundo 
bloqueo con PBS 1X al 0,4% de Tritón X-100 y al 5% de SBF durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Después, las muestras fueron incubadas con anti-DDR1 
(Tabla IV) y con anti- α-SMA (Dako, Estados Unidos), ambos a una dilución 1:200, 
durante la noche a 4°C, seguido de los  anticuerpos secundarios biotinilados 
correspondientes (Tabla IV), durante 1 hora a temperatura ambiente, todos 
diluidos en la segunda solución de bloqueo empleada. La detección se realizó 
mediante estreptavidina-HRP (1:500) durante 30 minutos a temperatura 
ambiente y la posterior adición del sustrato DAB (Thermo Fisher Scientific) 
durante 2 minutos. Las secciones fueron contra-teñidas con hematoxilina, 
deshidratadas en gradiente de alcoholes y montadas con medio de montaje 
Sub-X (Leica Biosystems, Alemania). El programa FIJI-ImageJ se empleó para 
cuantificar la expresión proteica.  
 





Los secretomas fueron relativizados a la cantidad de proteína total, calculada 
como se ha descrito, con la solución de carga para zimografía (BIO-RAD). La 
electroforesis se llevó a cabo en geles al 10% de acrilamida, con un grosor de 
0.75mm y al 1% de gelatina tipo A de piel de cerdo (Sigma-Aldrich), durante 1 
hora a 120mV. A continuación, los geles fueron lavados dos veces durante 30 
minutos a temperatura ambiente con Tritón X-100 al 2.5%, incubados en 
solución de incubación (5mM CaCl2, 50mM Tris-HCl, 0.02% NaN3, 0.007% ZnCl2; 
Thermo Fisher Scientific) durante 20 horas en una estufa a 37°C, y teñidos en 
Azul de Coomassie (BIO-RAD) al 0.5% durante 15 minutos a temperatura 
ambiente en agitación. Finalmente, los geles fueron lavados con agua destilada 
durante 5 minutos y en solución de equilibrio (3% glicerol, 10% ácido acético, 
40% metanol; Sigma-Aldrich) durante 15-30 minutos a temperatura ambiente. 
Las bandas se visualizaron en el equipo de quimioluminiscencia SynGene. El 
programa FIJI-ImageJ se empleó para cuantificar la expresión proteica. 
 
III.12 Ensayo de apoptosis mediante citometría de 
flujo 
Para establecer la proporción de células apoptóticas tras el tratamiento con el 
inhibidor DDR1-IN-1, se utilizó un Kit para la detección de muerte celular por 
apoptosis con anexina V, yoduro de propidio y el fluorocromo Alexa FluorTM 488 
(Thermo Fisher Scientific). La anexina V es una proteína capaz de unirse a la 
fosfatidilserina, marcador de apoptosis celular, y el yoduro de propidio es un 
compuesto que puede atravesar la membrana de las células necróticas e 
intercalarse en su ADN. Tras la exposición a las concentraciones del compuesto 
DDR1-IN-1, las células (106 células/ml) fueron incubadas con los componentes 
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del Kit durante 15 minutos a temperatura ambiente. De este modo, las células 
emitieron fluorescencia verde (anexina V + fluorocromo) o naranja (yoduro de 
propidio) en función de su viabilidad. Después, las células se analizaron 
mediante citometría de flujo con un citómetro analizador Beckman Coulter 
Gallios, midiendo la emisión de fluorescencia a 530 y 575 nm, y usando 480 nm 
como longitud de onda de excitación. En total, se distinguieron 4 grupos de 
células: anexina V-/yoduro de propidio- (células no fluorescentes: vivas), 
anexina V+/yoduro de propidio- (células verdes: apoptóticas tempranas), 
anexina V+/yoduro de propidio+ (células verdes y naranjas: apoptóticas tardías) 
y anexina V-/yoduro de propidio+ (células naranjas: necróticas o muertas). Los 
datos se procesaron usando el programa Flowing (Centro de Biotecnología de 
Turku, Finlandia). 
 
III.13 Viabilidad y proliferación celular 
La proliferación celular fue analizada usando la solución PrestoBlueTM (Thermo 
Fisher Scientific), un reactivo capaz de modificar el color del medio en función 
de la actividad reductora resultante del metabolismo de las células viables. Un 
total de 5x104 células/ml se sembraron en placas de 96 pocillos (Sarstedt) y 
fueron incubadas a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2 con los 
correspondientes tratamientos durante 24 y/o 48 horas. Seguidamente, las 
células se incubaron durante 3 horas con PrestoBlueTM y la absorbancia del 
medio fue medida a 570 y 620 nm mediante un espectrofotómetro Synergy HT. 
 
III.14 Migración e invasión celular 
Un total de 2x104 células se sembraron en medio de cultivo al 5% de SBF (SCs) y 
sin suero (células de CCR C26), sobre insertos con un diámetro de poro de 0.8µm 




(Corning Inc., Estados Unidos) y que habían sido previamente tratados con Col I 
al 1% durante 30 minutos. Estos insertos fueron colocados sobre pocillos de 
2cm2. En el caso de las SCs, los pocillos contenían 2x105 células de CCR C26/ml, 
en medio de cultivo sin suero. En cambio, en el caso de las células C26, los 
pocillos contenían 800µl del tratamiento correspondiente en forma de 
secretomas.  
De este modo, el potencial migratorio se analizó utilizando las células tumorales 
o los secretomas como factores quimiotácticos en el pocillo, mientras que el 
potencial invasivo se calculó en base a la capacidad celular para degradar el 





Figura 20. Determinación de las capacidades migratoria e invasiva de SCs (A) y células 
de CCR C26 (B). Las células se sembraron sobre insertos porosos (0.8µm), que fueron 
introducidos en pocillos (2cm2) con células C26 o los secretomas correspondientes, 
respectivamente. 
 
Tras 40 (SCs) o 24 (C26) horas de incubación, los insertos se lavaron con PBS 1X 
durante 5 minutos y se eliminaron las células que no migraron (parte interna del 
inserto) con un bastoncillo de algodón. A continuación, las células que migraron 
a la parte externa del inserto, es decir, que atravesaron los poros, fueron fijadas 
con una solución de PBS 1X al 4% de paraformaldehído durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Los tiempos de incubación empleados no permitieron 
que una cantidad significativa de células alcanzasen el pocillo de la placa. 
Inserto 
Pocillo 
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Tras tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1X, los insertos con SCs y con 
células C26 (en algunos casos) fueron recortados con un bisturí y colocados 
sobre un portaobjetos con medio de montaje Fluoromount-GTM con DAPI 
(Thermo Fisher Scientific). Los núcleos de estas células fueron observados con 
un microscopio de fluorescencia Zeiss Axioskop (Carl Zeiss Incorporated) y 
cuantificados con el programa FIJI-ImageJ (10 campos a 20x aumentos por 
muestra).  
Por otro lado, los insertos con células C26 (en otros casos) fueron teñidos con 
una solución al 1% de cristal violeta (Sigma-Aldrich). El número de células fue 
cuantificado usando el programa FIJI-ImageJ (10 campos a 20x aumentos por 
muestra). Posteriormente, los insertos fueron desteñidos con una solución al 
33% de ácido acético, en agitación durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
Después, el medio resultante de este proceso se traspasó a una placa de 96 
pocillos y se midió la absorbancia a 590 nm mediante un espectrofotómetro 
Synergy HT. Finalmente, los datos obtenidos mediante ambos métodos de 
cuantificación fueron contrastados. 
 
III.15 Transfección y silenciamiento de DDR1 
Para el desarrollo de una línea estable de células de CCR C26 con la expresión 
del DDR1 silenciada, se utilizaron 4 ARNsh (ARN de horquilla corta) específicos 
capaces de interaccionar con la secuencia génica del DDR1 (siDDR1). Además, a 
modo de control, se utilizó un ARNsh no específico (siØ). Estos ARNsh fueron 
insertados en vectores de clonación plasmídico con las secuencias génicas para 
la expresión de fluorescencia roja (RFP) y la resistencia al antibiótico de 
selección, en este caso, la puromicina (OriGene Technologies, Estados Unidos).    




En primer lugar, el plásmido fue amplificado empleando bacterias de la especie 
Escherichia coli. Seguidamente, los plásmidos se transfectaron en las células 
tumorales C26 usando el Kit LipofectamineTM 3000 (Thermo Fisher Scientific). 
Para ello, utilizando placas de 24 pocillos, se sembraron un total de 2x105 células 
C26 por pocillo (confluencia del 85-90%) con medio de cultivo Opti-MEM 
(Thermo Fisher Scientific) en ausencia de suero. Después, para permitir la 
completa adherencia de las células al plástico, éstas se incubaron durante 3 
horas a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2. A continuación, tras incubar el 
reactivo LipofectamineTM con el ADN plasmídico durante 15 minutos a 
temperatura ambiente, la mezcla se añadió al medio de cultivo celular, a una 
concentración de 500ng de ADN plasmídico por pocillo. Posteriormente, las 
células C26 se incubaron durante 48 horas a 37°C y al 5% de CO2 en el medio de 
transfección. Finalmente, tras observar (microscopio de fluorescencia Zeiss 
Apotome, Carl Zeiss Incorporated) que alrededor del 50% de las células 
mostraban fluorescencia roja, éstas se sembraron en frascos de cultivo T25 
(Sarstedt) con medio de cultivo RPMI al 10% de SBF con 0.7 µg/ml de puromicina 
(Sigma-Aldrich). Dicha concentración de antibiótico, permitió seleccionar 
aquellas células supervivientes y portadoras, por tanto, de la secuencia con el 
silenciamiento del DDR1.    
 
III.16 Desarrollo in vivo de metástasis hepáticas 
Un total de 106 células tumorales C26/ml/animal se inyectaron vía intra-
esplénica en ratones singénicos de la cepa BALB/c (salvajes: n=3, siØ: n=3, 
siDDR1: n=6). Después de 14 días, se extrajeron los hígados para su análisis 
histológico. Tras deshidratar e incluir los órganos en parafina, se hicieron 
bloques para obtener cortes con un microtomo. Secciones de 7 µm de grosor se 
rehidrataron y se tiñeron con hematoxilina/eosina en un Shandon Varistain 24-
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4 (GMI - Trusted Laboratory Solutions, Estados Unidos). Finalmente, las 
muestras se montaron con medio de montaje Sub-X y se analizaron con un 
microscopio óptico. El programa FIJI-ImageJ se empleó para calcular el número 
total de focos metastásicos y el área del tejido hepático ocupada por tumor. 
 
III.17 Análisis estadístico 
Cada experimento se llevó a cabo independientemente por duplicado o 
triplicado. Los valores obtenidos fueron relativizados con sus correspondientes 
controles y los resultados se presentan como el valor de la media ± la desviación 
estándar (SD). El análisis estadístico se llevó a cabo usando el programa 
GraphPad Prism (versión 5.0), empleando los test estadísticos t de Student y 
ANOVA, y considerándose significativos los valores de P ≤ 0.1 para todas las 
comparaciones. Dichas comparaciones se realizaron respecto al grupo control 

















 IV. Capítulo 1 
Modelo in vitro de interacción celular sinusoide-tumor. 
Expresión y activación de DDR1 en SCs hepáticas y en 





















Aunque la expresión y actividad del DDR1 en líneas celulares murinas y humanas 
de CCR metastásico está ampliamente estudiada 125, la expresión de dicho 
receptor en el tejido hepático no está completamente caracterizada. 
Actualmente, está establecido que los hepatocitos, tipo celular mayoritario que 
conforma el parénquima del hígado, y los colangiocitos, células que recubren 
los conductos biliares, expresan DDR1 en condiciones fisiológicas 150,190,191, como 
muchas otras células epiteliales del organismo 125. Sin embargo, hasta el 
momento, de entre las diferentes poblaciones de SCs hepáticas, la expresión de 
DDR1 únicamente ha sido descrita a nivel de ARNm en las HSCs 192. No existen 
análisis proteicos detallados que demuestren que las LSECs, las KCs y las HSCs 
presenten este receptor. Por estas razones, los objetivos principales de este 
bloque son: 
1. Desarrollar un modelo in vitro de cultivo puro de SCs hepáticas, capaces de 
responder al secretoma tumoral y de activar a las células de CCR 
metastásico C26.  
 
2. Determinar la expresión, la sub-localización y la activación del DDR1 a nivel 
proteico en las SCs hepáticas. 
 
3. Determinar la expresión, la sub-localización y la activación del DDR1 a nivel 
proteico en diferentes líneas celulares de CCR metastásico. 
 
4. Analizar la expresión del DDR1 a nivel proteico en muestras humanas de 
tejido hepático con metástasis de CCR.      
 




IV.2.1 Los cultivos primarios de SCs presentan un nivel de 
pureza adecuado y responden al secretoma tumoral  
Primero, tras el proceso de extracción y aislamiento, se examinó el nivel de 
pureza de los cultivos primarios de SCs hepáticas. Para ello, la expresión proteica 
de los marcadores CD146, F4/80 y GFAP, específicos de las LSECs, KCs y HSCs, 
respectivamente, fue analizada por Western blot. 
Los cultivos de los tres tipos de SCs aisladas del hígado murino mostraron una 
pureza de en torno a un 90-95%, considerándose este valor suficiente para su 
utilización en los experimentos posteriores (Fig.21).  
 








Figura 21. Pureza de los cultivos primarios de SCs hepáticas. Western blot de los 
marcadores CD146, F4/80 y GFAP (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
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Una vez determinado el nivel de pureza de los cultivos primarios de SCs 
hepáticas, se comenzó con el desarrollo del modelo in vitro de interacción 
celular entre el sinusoide y el tumor, basado en la reacción de las SCs a los 
factores tumorales secretados por las células de CCR metastásico C26, y en el 
efecto de los factores sinusoidales en varias propiedades del tumor.  
En primer lugar, se comprobó la capacidad de las poblaciones de SCs hepáticas 
de responder a los factores tumorales solubles. Con este propósito, las SCs se 
incubaron con el secretoma tumoral durante 1 o 24 horas, obteniéndose SCs en 
dos estadios diferentes de activación por tumor (SCs-TA), y se compararon con 
las SCs cultivadas en medio basal o control (SCs-Ø).  
Por un lado, tras 1 hora de activación tumoral de las SCs, se evaluó por PCR 
cuantitativa la expresión de una serie de genes asociados principalmente con la 
creación de un ambiente inflamatorio, dado que es uno de los primeros 
acontecimientos que ocurren durante la metástasis, tras la llegada de las células 
tumorales al sinusoide. Como se muestra en la figura 22, el secretoma tumoral 
causó una estimulación de la respuesta inmune en las LSECs y las HSCs, 
incrementándose una media de 3 veces la expresión de COX2, IL6 e IL10, 
factores relacionados con la inmunomodulación. Asimismo, la expresión génica 
de COX2, un marcador pro-inflamatorio clásico, aumentó unas 7 veces en las 
KCs-TA, comparándolas con las KCs-Ø. Curiosamente, el gen de la citoquina IL6 
no se detectó en las KCs, y la expresión génica de la citoquina IL10 no se modificó 
en respuesta al tumor. Además, el secretoma tumoral promovió la capacidad 
angiogénica en las LSECs, aumentando alrededor de 8 veces la expresión de 
PDGF y VEGF, dos factores de crecimiento involucrados en la formación de 
nuevos vasos sanguíneos. En cambio, mientras no se observaron diferencias en 
la expresión de dichos marcadores pro-angiogénicos en las KCs, el nivel de 
expresión génica de PDGF y VEGF se redujo casi por completo en las HSCs-TA, 
respecto a las HSCs-Ø. 
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Por otro lado, tras 24 horas de activación tumoral de las SCs, se cuantificó la 
expresión génica de colágeno tipo I (COL1A1), principal componente de la MEC 
implicado en la respuesta fibrogénica durante el desarrollo metastásico. En 
comparación con la respuesta inmune, los procesos de re-estructuración de la 
matriz se producen de forma tardía, de ahí la elección de un periodo de tiempo 
mayor para el tratamiento de las SCs con el secretoma tumoral. Como se ve en 
la figura 22, las LSECs no mostraron expresión génica de COL1A1, y las KCs no 
alteraron los niveles de colágeno en respuesta al tumor. Sin embargo, el 
secretoma tumoral provocó un aumento pronunciado en los niveles de COL1A1 







Figura 22. Capacidad de respuesta de las SCs hepáticas al tumor metastásico (I). 
Cuantificación de la expresión de genes pro-metastásicos en LSECs (A), KCs (B) y HSCs 
(C) tras la activación con el secretoma de células de CCR C26 (TA) durante 1 hora (COX2, 
IL6, IL10, PDGF, VEGF) y 24 horas (COL1A1). El valor 1 corresponde a la expresión génica 
de las células en estado basal (SCs-Ø). Resultados presentados como la media ±SD (n=3). 
*P < 0.1, **P < 0.01      
 
A continuación, siguiendo con el modelo de comunicación entre las SCs y las 
células C26, se examinó mediante Western blot la expresión de dos proteínas 
relacionadas con la remodelación de la MEC, evento clave durante el avance 
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Para ello, por la misma razón que para la detección de colágeno, las SCs también 
fueron incubadas con el secretoma tumoral durante 24 horas.  
El secretoma tumoral provocó un aumento significativo de los niveles proteicos 
de MMP14 en las LSECs y las HSCs, elevando 1.3 veces y más del doble su 
expresión, respectivamente, comparándolas con las células en estado basal. Por 
el contrario, el secretoma tumoral redujo significativamente la expresión de 
MMP14 en las KCs, bajando casi 1.4 veces sus niveles, respecto a su control 
correspondiente. Finalmente, el secretoma tumoral no causó alteración alguna 











Figura 23. Capacidad de respuesta de las SCs hepáticas al tumor metastásico (II). 
Western blot de MMP14 y TIMP2 en LSECs, KCs y HSCs tras la activación con el 
secretoma de células de CCR C26 durante 24 horas (TA) (A). Cuantificación de la 
expresión proteica (B). Resultados presentados como la media ±SD (n=2). *P < 0.1, **P 
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Por último, se estudió el potencial migratorio e invasivo a través de colágeno de 
las SCs, tras 40 horas en co-cultivo indirecto con las células C26. Para llevarlo a 
cabo, se cuantificó el número de SCs capaces de migrar hacia el tumor y de 
degradar una matriz de colágeno tipo I, empleando las células C26 como fuente 
de factores quimiotácticos.      
Como se aprecia en la figura 24, el secretoma tumoral también activó 
significativamente la migración e invasión de las LSECs y las HSCs, 
principalmente de éstas últimas, las cuales migraron hacia el tumor, 
atravesando la matriz de colágeno, aproximadamente 3 veces más que el 










Figura 24. Capacidad de respuesta de las SCs hepáticas al tumor metastásico (III). 
Cuantificación del número de LSECs y HSCs capaces de migrar e invadir a través de Col I 
(1%), hacia células de CCR C26 durante 40 horas (A). Imágenes representativas de 
microscopía de fluorescencia. Barra de escala, 50µm (B). Resultados presentados como 



















































IV.2.2 El secretoma sinusoidal promueve las capacidades 
tumorales de las células de CCR C26  
En segundo lugar, siguiendo con el modelo in vitro de interacción entre las SCs 
y las células C26, se constató el efecto de los factores sinusoidales solubles en 
diferentes propiedades tumorales. Con este fin, las células C26 se incubaron con 
el secretoma sinusoidal durante 24 horas, obteniéndose células C26 activadas 
por sinusoide (C26-SA), que fueron comparadas con las células C26 cultivadas 
en medio basal o control (C26-Ø).  
La elección de dicho periodo de incubación de las células C26 con el secretoma 
sinusoidal se realizó en base a resultados preliminares que mostraron cambios 
más evidentes en las características tumorales a las 24 horas, respecto a los 
observados tras 1 hora de tratamiento.  
Por un lado, tras la activación sinusoidal de las células C26, se analizó mediante 
PCR cuantitativa la expresión de los mismos genes que en las SCs (Fig.22), ya que 
los factores sinusoidales también son considerados pro-metastásicos. Como se 
muestra en la figura 25, por una parte, llama la atención la reducción de la 
expresión de PDGF, considerado un factor proliferativo tumoral, en las células 
C26-SA comparadas con las células C26-Ø. Por otra parte, sorprendentemente 
los secretomas sinusoidales no modificaron la expresión tumoral de la citoquina 
IL10, así como los secretomas de las LSECs y las HSCs no alteraron la expresión 
de IL6. Sin embargo, sí se detectó una estimulación sinusoidal en los niveles 
tumorales del marcador de inflamación COX2, sobre todo en respuesta al 
secretoma de las LSECs, aumentando unas 15 veces su expresión respecto al 
control. Igualmente, el secretoma de las KCs causó un incremento significativo, 
5 veces superior, en la expresión tumoral de la citoquina pro-inflamatoria IL6. 
Además, los secretomas de las LSECs y las KCS favorecieron la respuesta 
angiogénica del tumor, aumentando entre 2 y 3 veces la expresión de VEGF. En 
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cambio, el secretoma de las HSCs no provocó ningún cambio en los niveles 
génicos tumorales de VEGF. Por último, cabe destacar la potenciación de la 
capacidad tumoral de producir colágeno tras la incubación con el secretoma 
sinusoidal, principalmente tras el tratamiento con el secretoma de las HSCs, 
incrementándose los niveles de expresión de COL1A1 unas 6 veces en 







Figura 25. Capacidad de respuesta de las células de CCR C26 al sinusoide (I). 
Cuantificación de la expresión de los genes pro-metastásicos COX2, IL6, IL10, PDGF, 
VEGF y COL1A1 en células C26 tras la activación con el secretoma de LSECs (A), KCs (B) 
y HSCs (C) durante 24 horas (SA). El valor 1 corresponde a la expresión génica de las 
células en estado basal (C26-Ø). Resultados presentados como la media ±SD (n=3). *P < 
0.1, **P < 0.01, ***P < 0.001      
 
Finalmente, continuando con el patrón de análisis llevado a cabo en las SCs y 
para terminar el establecimiento del modelo in vitro, se determinó el efecto del 
secretoma sinusoidal en la expresión proteica tumoral de MMP14 y TIMP2 
mediante Western blot. 
Los secretomas de las KCs y las HSCs aumentaron significativamente la expresión 
tumoral de MMP14 y TIMP2, comparadas con la registrada en las células 
tumorales en condiciones basales. Concretamente, los mayores cambios se 
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aumentando casi el doble la expresión de ambas proteínas. En cambio, el 
secretoma de las LSECs no modificó la expresión de MMP14 y TIMP2 en las 













Figura 26. Capacidad de respuesta de las células de CCR C26 al sinusoide (II). Western 
blot de MMP14 y TIMP2 en células C26 tras la activación con el secretoma de LSECs, KCs 
y HSCs durante 24 horas (SA) (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). Resultados 
presentados como la media ±SD (n=2). *P < 0.1, **P < 0.01, ***P < 0.001    
 
IV.2.3 Las SCs expresan DDR1 en estado basal 
Después de constituir el modelo de interrelación celular, se evaluó la expresión 
proteica y la sub-localización del DDR1 en las SCs en condiciones basales 
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Empleando los lisados proteicos de hepatocitos como control positivo, se 
observó que las tres poblaciones de SCs hepáticas expresaron una banda de 
aproximadamente 125KDa correspondiente al DDR1. De entre las diferentes 
células hepáticas analizadas, las HSCs mostraron la mayor expresión de DDR1. 
De hecho, las HSCs presentaron aproximadamente un 80% más de receptor en 
comparación con las LSECs y las KCs (Fig.27). 
   
 
 




Figura 27. Expresión de DDR1 en las SCs hepáticas. Western blot de DDR1. La muestra 
de hepatocitos se empleó como control positivo (A). Cuantificación de la expresión 
proteica (B). Resultados presentados como la media ±SD (n=3). ***P < 0.001   
 
Tal y como se muestra en la figura 28, los datos de expresión proteica del 
receptor obtenidos en el Western blot (Fig.27) se corroboraron mediante 
inmunocitofluorescencia. El DDR1 se localizó principalmente en el citoplasma y 
la membrana plasmática de las HSCs, con una clara distribución alrededor del 
núcleo celular. Una menor expresión se detectó en las LSECs y las KCs, con una 
presencia mayoritariamente citoplasmática y perinuclear en las LSECs y, tanto 
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Figura 28. Sub-localización de DDR1 en las SCs hepáticas. Inmunocitofluorescencia de 
DDR1 (rojo), actina (verde) y núcleo (azul). Imágenes representativas de microscopía 
confocal de fluorescencia. Barra de escala, 10µm. Recuadros con magnificación 2X  
 
IV.2.4 El colágeno tipo I promueve la fosforilación del DDR1 en 
las KCs y las HSCs  
Tras verificar la expresión del DDR1 en las SCs en estado basal, se estudió la 
fosforilación del receptor. Para llevarlo a cabo, las células fueron incubadas 
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determinó la expresión proteica de PDDR1 respecto al DDR1 total en las SCs 
mediante Western blot. 
El colágeno indujo significativamente la fosforilación del DDR1 en las KCs y en 
las HSCs, aumentando 1.5 y 1.7 veces la expresión de PDDR1/DDR1 en 
comparación con el control, respectivamente. En cambio, el colágeno añadido 









Figura 29. Activación de DDR1 en las SCs hepáticas incubadas con Col I (10nM). Western 
blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). Resultados 
presentados como la media ±SD (n=3). *P < 0.1    
 
IV.2.5 Las células de CCR expresan DDR1 en estado basal 
Como en el caso de las SCs hepáticas, se analizó la expresión y la sub-localización 
de DDR1 por Western blot e inmunocitofluorescencia en tres líneas celulares de 
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Según los resultados mostrados en la figura 30, al igual que en las SCs, las tres 
líneas celulares de CCR expresaron DDR1, representado por una banda de 
aproximadamente 125KDa. Las células tumorales mostraron un nivel de 








Figura 30. Expresión de DDR1 en células de CCR. Western blot de DDR1 (A). 
Cuantificación de la expresión proteica (B). Resultados presentados como la media ±SD 
(n=3) 
 
Las imágenes de microscopía confocal confirmaron los datos obtenidos 
mediante Western blot, es decir, un nivel de expresión proteica de DDR1 
semejante en las tres líneas celulares de CCR. Así mismo, mostraron que, de 
manera similar a lo observado en las SCs hepáticas, el receptor presentó una 
localización fundamentalmente citoplasmática y rodeando el núcleo, sobre todo 
en las células C26 y MCA38. Además, las células HT29 expresaron DDR1 en 
algunas regiones de la membrana plasmática, sobre todo en las zonas de 
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Figura 31. Sub-localización de DDR1 en células de CCR. Inmunocitofluorescencia de 
DDR1 (rojo), actina (verde) y núcleo (azul). Imágenes representativas de microscopía 
confocal de fluorescencia. Barra de escala, 10µm. Recuadros con magnificación 2X    
 
IV.2.6 El colágeno tipo I promueve la fosforilación del DDR1 en 
las células de CCR  
Al igual que en las SCs, se comprobó la fosforilación del DDR1 en las células de 
CCR metastásico, incubándolas con colágeno tipo I durante 3 horas y analizando 









La expresión de PDDR1/DDR1 aumentó significativamente tras la incubación de 
las células de CCR con colágeno, incrementándose una media de 1.5 veces con 
respecto al control (Fig.32). Estos valores de fosforilación del receptor de las 
células tumorales en respuesta al colágeno extracelular fueron parecidos a los 
obtenidos tras la activación de DDR1 en las KCs y las HSCs, siendo el aumento 









Figura 32. Activación de DDR1 en células de CCR incubadas con Col I (10nM). Western 
blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). Resultados 
presentados como la media ±SD (n=3). **P < 0.01, ***P < 0.001     
  
IV.2.7 El tejido humano hepático con metástasis de CCR 
presenta niveles de expresión de DDR1 y α-SMA mayores que 
el tejido sano adyacente 
Tras corroborar la presencia y actividad del DDR1 en las SCs hepáticas y en las 
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inmunohistoquímica en un total de 46 muestras de tejido humano hepático 
sano y con metástasis de CCR provenientes de 19 pacientes. También, puesto 
que, según los resultados obtenidos, las HSCs mostraron la mayor expresión de 
DDR1 respecto a las LSECs y las KCs (Figs.27 y 28), y ya que este tipo celular 
hepático, al desarrollar un fenotipo activado, representa una parte importante 
de los fibroblastos asociados al tumor y constituye un marcador pronóstico en 
algunos CCR humanos, se realizó un análisis de la expresión de α-SMA (marcador 
de HSCs activadas).  
Según los resultados mostrados en la figura 33, los niveles de expresión de DDR1 
y α-SMA aumentaron significativamente un 30% y un 50% respectivamente, en 
las muestras de tejido hepático con metástasis de CCR, comparándolas con el 








Figura 33. Análisis inmunohistoquímico de DDR1 y α-SMA en tejido humano hepático 
sano y con metástasis hepática de CCR. ET: región extra-tumoral e IT: región intra-
tumoral, separadas por la línea discontinua. Imágenes representativas de microscopía 
óptica. Barra de escala, 100µm (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 

























































A continuación, a fin de dilucidar qué tipos celulares del hígado metastásico, a 
parte de las células tumorales, expresaron mayor cantidad de DDR1, se 
estudiaron imágenes a mayor aumento de la expresión de DDR1 y α-SMA en el 
tejido hepático con metástasis de CCR de las zonas extra e intra-tumoral. 
Además de en las células tumorales, la mayor expresión de DDR1 en el tejido 
hepático metastásico correspondería a hepatocitos y células que podrían ser 
HSCs activadas, ya que presentan una morfología y distribución similar a las 
células positivas para α-SMA (Figs. 34 y 35). Estos resultados coinciden con los 
obtenidos en el análisis de los cultivos murinos de SCs hepáticas y células de CCR 
metastásico.  
Figura 34. Análisis 
inmunohistoquímico de 
DDR1 (A) y α-SMA (B) en 
tejido humano con 
metástasis hepática de CCR 
(muestra 12). Secciones de la 
región extra-tumoral (ET) 
separada de la región intra-
tumoral (IT) por la línea 
discontinua. Las células que 
presentan mayor marcaje de 
DDR1 son grandes y algunas 
de ellas binucleadas, por lo 
que podrían corresponder a 
los hepatocitos (flechas 
negras). Además, hay células 
positivas para DDR1 con la 
misma morfología fusiforme 
y distribución que las células 
positivas para α-SMA 
(cabezas de flecha negras). 
Imágenes representativas de 
microscopía óptica. Barra de 
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Figura 35. Análisis 
inmunohistoquímico de 
DDR1 (A) y α-SMA (B) en 
tejido humano con 
metástasis hepática de CCR 
(muestra 12). Secciones de la 
región intra-tumoral (IT) 
separada de la región extra-
tumoral (ET) por la línea 
discontinua. Las células 
tumorales tienen un marcaje 
de DDR1 apical (flechas 
negras). Hay células 
positivas para DDR1 con la 
misma morfología fusiforme 
y distribución que las células 
positivas para α-SMA 
(cabezas de flecha negras). 
Imágenes representativas de 
microscopía óptica. Barra de 
escala, 100µm        
 



















En este primer capítulo mostramos un modelo eficaz in vitro de interacción 
celular entre el sinusoide hepático y el tumor de colon metastásico, donde la 
comunicación ocasiona, en su conjunto, una respuesta pro-metastásica tanto en 
las SCs aisladas del hígado murino como en la línea celular de CCR C26. Además, 
las SCs presentan DDR1 en el citoplasma y la membrana plasmática, siendo su 
nivel de expresión unas 4 veces mayor en las HSCs, comparado con la expresión 
detectada en las LSECs y las KCs. Según esto, la expresión del DDR1 en el 
sinusoide del hígado podría depender del tipo celular hepático en cuestión. Por 
otro lado, el DDR1 sinusoidal presente en las HSCs y las KCs es funcional, puesto 
que se activa mediante fosforilación en respuesta al colágeno tipo I extracelular, 
sobre todo en las HSCs. Sin embargo, el DDR1 endotelial parece ser incapaz de 
activarse tras la incubación con colágeno en las condiciones de tratamiento 
empleadas.  
De igual modo, el DDR1 es funcional y aparece en las regiones citoplasmática y 
de membrana de células murinas y humanas de CCR metastásico, sin detectarse 
diferencias importantes entre los tipos celulares estudiados.  
En el tejido humano, analizamos la presencia del DDR1 en el hígado con 
metástasis de CCR, es decir, en un contexto de comunicación y coordinación 
entre las células del estroma hepático y el tumor. Vemos que la expresión del 
DDR1 aumenta significativamente en el tejido hepático metastásico, al 
compararla con el tejido sano adyacente. Este incremento no sólo se debe al 
detectado en las células de CCR, sino también en el estroma del hígado, 
principalmente en células que podrían corresponder con hepatocitos y HSCs.   
A la vista de estos resultados, el siguiente propósito será determinar el papel del 
DDR1 sinusoidal en la interacción entre las SCs hepáticas y el tumor de colon 


















Implicación del DDR1 sinusoidal en diferentes propiedades 
pro-metastásicas durante la interacción entre las SCs 
hepáticas y las células de CCR 










Diversos estudios sugieren la participación del DDR1 en multitud de 
propiedades y procesos de las células de CCR, incluidos la invasión y la 
metástasis hepática 127,139,172. Sin embargo, aunque las SCs hepáticas son las 
primeras en interaccionar con el tumor 59 y expresan DDR1, tal como hemos 
visto en el capítulo anterior, no se conoce el papel del DDR1 sinusoidal durante 
la colonización y el desarrollo del CCR metastásico en el hígado. Debido  a las 
múltiples funciones que este receptor desempeña 111,114,127, parece factible que 
el DDR1 sinusoidal pueda regular procesos celulares que tengan que ver con la 
interacción entre las SCs y el CCR metastásico. Es por esto que los objetivos de 
la siguiente sección son: 
1. Bloquear in vitro la fosforilación del DDR1 en las SCs hepáticas, utilizando 
el compuesto inhibidor DDR1-IN-1, y líneas celulares de fibroblastos y 
macrófagos murinos como modelo preliminar.  
 
2. Evaluar el efecto del DDR1-IN-1 en la fosforilación del DDR1 y en la 
secreción de MMPs por las SCs hepáticas durante su interacción con las 
células de CCR metastásico C26.  
 
3. Dilucidar el efecto del bloqueo del DDR1 sinusoidal en la fosforilación del 
receptor, en la secreción de MMPs y en los procesos de proliferación, 
migración e invasión de células de CCR metastásico C26 durante su 








V.2.1 El DDR1-IN-1 bloquea la fosforilación del DDR1 en las 
células 3T3 y J774A.1   
En primer lugar, se utilizó el compuesto químico DDR1-IN-1 para bloquear la 
fosforilación del DDR1, debido a su elevada especificidad comparado con 
algunos inhibidores más genéricos, como el dasatinib, imatinib, y nilotinib, con 
un espectro de acción más amplio al bloquear la actividad de otros RTKs, 
incluyendo el otro receptor de la subfamilia con dominio discoidina, el DDR2, 
expresado por las HSCs.  
Con el propósito de establecer una concentración de DDR1-IN-1 adecuada para 
el tratamiento de las SCs hepáticas, es decir, la cantidad de DDR1-IN-1 capaz de 
ejercer el máximo efecto sin provocar la muerte celular, se llevaron a cabo 
ensayos previos usando las líneas celulares murinas de fibroblastos 3T3 y 
macrófagos J774A.1. Estas células se emplearon porque representan a dos 
poblaciones celulares presentes en el sinusoide hepático y en el estroma 
tumoral en general. Por un lado, se comprobó que las células expresaban el 
receptor y que era capaz de fosforilarse tras la incubación con colágeno tipo I. 
Para ello, se analizó la expresión proteica de PDDR1 respecto al DDR1 total 
mediante Western blot.  
Como se observa en la figura 36, las células 3T3 y J774A.1 expresaron DDR1 
como una banda de 125KDa, capaz de fosforilarse en respuesta al colágeno, 
aumentando casi 1.5 y más de 2 veces, respectivamente, la expresión de 
PDDR1/DDR1, en comparación con las células control.  
 
 













Figura 36. Activación de DDR1 en células 3T3 y J774A.1 incubadas con Col I (10nM). 
Western blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
Resultados presentados como la media ±SD (n=3). *P < 0.1, **P < 0.01     
 
Después, se determinó la toxicidad del compuesto DDR1-IN-1, incubando las 
células 3T3 y J774A.1 con concentraciones crecientes del mismo y calculando la 
cantidad de células apoptóticas mediante citometría de flujo. Para ello, las 
células se tiñeron con los marcadores anexina V y yoduro de propidio, 
diferenciándose las células apoptóticas y las necróticas o muertas, 
respectivamente. No se usaron cantidades superiores a 100nM de DDR1-IN-1, 
ya que provocaron alteraciones en la morfología celular, como por ejemplo la 
aparición de fibras de estrés.  
Como se ve en la figura 37, las dosis de DDR1-IN-1 utilizadas para el tratamiento 
de las células 3T3 y J774A.1 no causaron apoptosis, al no variar el número total 
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Figura 37. Análisis de células 3T3 y J774A.1 apoptóticas tras la incubación con el 
inhibidor DDR1-IN-1 (0, 50, 100nM). Anexina V-/Yoduro de propidio-: células vivas; 
Anexina V+/Yoduro de propidio- y Anexina V+/Yoduro de propidio+: células en apoptosis 
temprana y tardía, respectivamente; Anexina V-/Yoduro de propidio+: células muertas 
(A, B). Proporción total de células 3T3 y J774A.1 apoptóticas (C, D). Resultados 
presentados como la media ±SD (n=2) 
 
Seguidamente, se analizó la eficacia del compuesto DDR1-IN-1 en la inhibición 
de la fosforilación del DDR1. Para esto, se examinó la expresión proteica de 
PDDR1 respecto al DDR1 total mediante Western blot en las células 3T3 y 












































Anexina V Anexina V Anexina V 
97.13 95.45 97.26 0.73 1.02 0.52 
2.08 3.37 2.15 0.05 0.16 0.08 








































Anexina V Anexina V Anexina V 
87.84 85.83 90.00 1.40 2.66 1.97 
3.74 6.10 3.89 7.02 5.42 4.14 




























Las concentraciones de DDR1-IN-1 entre 70 y 100nM fueron las más efectivas, 
ya que redujeron sobre un 40% la fosforilación del DDR1 en las células 3T3 y 











Figura 38. Bloqueo de DDR1 en células 3T3 y J774A.1 incubadas con el inhibidor DDR1-
IN-1 (0-100nM). Western blot de PDDR1 y DDR1 (A, B). Cuantificación de la expresión 
proteica (C, D) (n=1)  
 
V.2.2 El DDR1-IN-1 bloquea la fosforilación del DDR1 en las KCs 
y HSCs en estado basal (-Ø), y en las LSECs y HSCs activadas por 
tumor (-TA)  
A la vista de los resultados obtenidos en el apartado anterior, se decidió utilizar 
la concentración de 70nM de DDR1-IN-1 para la inhibición de la fosforilación del 
DDR1 en las SCs hepáticas.  
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De este modo, una vez diseñado el modelo in vitro de comunicación celular 
sinusoide-tumor (Capítulo 1), y tras definir 70nM como la cantidad máxima de 
DDR1-IN-1 para el tratamiento de las SCs hepáticas, el siguiente objetivo fue 
estudiar el efecto del DDR1-IN-1 en la fosforilación del DDR1 y en la secreción 
de MMPs por las SCs durante su interacción con las células de CCR C26. 
Para llevarlo a cabo, las SCs se cultivaron en estado basal (SCs-Ø), o se incubaron 
con el secretoma o MC tumoral durante una noche (SCs-TA), y después se 
trataron con la dosis de 70nM de DDR1-IN-1. Previamente, se confirmó que 
dicha concentración de DDR1-IN-1 no fuera nociva para las SCs, analizando la 
expresión proteica de CASP3, una enzima relacionada con el proceso de 
apoptosis, mediante Western blot. El ensayo de apoptosis con anexina V/yoduro 
de propidio no pudo usarse para el análisis de las SCs, ya que el protocolo en sí 
causaba la muerte celular.       
Las SCs-Ø y las SCs-TA, tratadas o no con el DDR1-IN-1, expresaron la forma 
inactiva de la enzima o Pro-CASP3, representada por una banda de unos 30KDa. 
Puesto que no se detectó la presencia de la CASP3 funcional después de ninguna 
de las condiciones de tratamiento (Fig.39), se concluyó que la dosis de 70nM de 







Figura 39. Bloqueo de DDR1 en las SCs hepáticas en estado basal (-Ø) e incubadas con 
el MC de células de CCR C26 durante una noche (-TA), tratadas o no con el inhibidor 
DDR1-IN-1 (70nM). Western blot de CASP3 (n=2)  
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A continuación, se analizó el efecto del DDR1-IN-1 en la fosforilación del DDR1 
de las SCs durante su interacción con el tumor. Para ello, se evaluó la expresión 
proteica de PDDR1 respecto al DDR1 total mediante Western blot, en las LSECs, 
KCs y HSCs, tanto -Ø como -TA, tratadas o no con el DDR1-IN-1.  
Como se aprecia en la figura 40, el DDR1-IN-1 no ejerció ningún efecto en la 
fosforilación del DDR1 de las LSECs-Ø. Sin embargo, el DDR1-IN-1 inhibió 
significativamente la fosforilación del receptor en las LSECs-TA, disminuyendo la 
expresión de PDDR1/DDR1 casi un 50% en comparación con las LSECs-Ø y un 












Figura 40. Bloqueo de DDR1 en las LSECs en estado basal (-Ø) e incubadas con el MC de 
células de CCR C26 durante una noche (-TA), tratadas o no con el inhibidor DDR1-IN-1 
(70nM). Western blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
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Por su parte, como se ve en la figura 41, el secretoma tumoral incrementó 
significativamente el nivel de expresión y de fosforilación del DDR1 en las KCs, 
aumentando aproximadamente un 40% ambos valores, en comparación con las 
KCs-Ø.  
Por otro lado, el DDR1-IN-1 disminuyó la fosforilación del DDR1 de las KCs-Ø, 
reduciendo significativamente un 30% la expresión de PDDR1/DDR1 respecto a 
las KCs-Ø no tratadas. En cambio, el DDR1-IN-1 no tuvo efecto en la fosforilación 
del receptor de las KCs-TA, manteniéndose los niveles de actividad del DDR1. 












Figura 41. Bloqueo de DDR1 en las KCs en estado basal (-Ø) e incubadas con el MC de 
células de CCR C26 durante una noche (-TA), tratadas o no con el inhibidor DDR1-IN-1 
(70nM). Western blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
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Por otra parte, como se observa en la figura 42, el secretoma tumoral activó 
significativamente la fosforilación del DDR1 en las HSCs, incrementándose la 
expresión de PDDR1/DDR1 un 40% respecto a las HSCs-Ø.  
Además, el DDR1-IN-1 bloqueó la fosforilación del DDR1 en las HSCs-Ø, 
reduciendo significativamente la expresión de PDDR1/DDR1 un 50%, en 
comparación con las HSCs-Ø no tratadas. Asimismo, el DDR1-IN-1 inhibió la 
fosforilación del DDR1 en las HSCs-TA, provocando una bajada significativa en la 
expresión de PDDR1/DDR1 del 30% respecto a las HSCs-Ø y del 70% respecto a 
las HSCs-TA no tratadas con DDR1-IN-1. 
 
   








Figura 42. Bloqueo de DDR1 en las HSCs en estado basal (-Ø) e incubadas con el MC de 
células de CCR C26 durante una noche (-TA), tratadas o no con el inhibidor DDR1-IN-1 
(70nM). Western blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 









- - + + 




































+ - - + DDR1-IN-1 
HSC-TA 
### 
V. Capítulo 2 
112 
 
V.2.3 El DDR1-IN-1 inhibe la secreción de MMPs en las KCs y las 
HSCs en estado basal (-Ø) y activadas por tumor (-TA) 
El estudio continuó examinando el efecto del DDR1-IN-1 en la secreción de 
MMPs por las SCs durante su interacción con el tumor. Se decidió evaluar la 
producción de MMP2 y MMP9, ya que constituyen dos de las enzimas 
proteolíticas de matriz más importantes durante los procesos de degradación 
de la MEC, típicos del avance metastásico. Además, su síntesis se ha relacionado 
con la expresión de DDR1. Estas MMPs presentan actividad enzimática 
gelatinasa y colagenasa, es decir, son capaces de degradar colágeno 
desnaturalizado y en su estructura de triple hélice. Concretamente, la MMP2 es 
específica de los colágenos tipo IV, V, VII y X; y la MMP9 de los colágenos tipo I, 
IV y V.       
Para realizar este análisis, las SCs se cultivaron en estado basal (SCs-Ø), o se 
incubaron con el secretoma o MC tumoral durante una noche (SCs-TA), y 
después se trataron con la dosis de 70nM de DDR1-IN-1. Seguidamente, tras 24 
horas adicionales de cultivo en medio basal, se extrajeron los secretomas, y la 
cantidad de MMP2 y MMP9 producida por las SCs-Ø y SCs-TA, tratadas o no con 
DDR1-IN-1, fue detectada por zimografía. 
Tal como se aprecia en la figura 43, el secretoma de las LSECs presentó dos 
bandas de unos 70KDa correspondientes a las formas inactiva (Pro-) y activa de 
la MMP2, además de una única banda de 90KDa, referente a la Pro-MMP9. No 
se registraron cambios en los niveles de expresión de MMPs presentes en el 
secretoma de las LSECs bajo ninguna de las condiciones de tratamiento 
empleadas.   
 
 















Figura 43. Secreción de MMPs por las LSECs en estado basal (-Ø) e incubadas con el MC 
de células de CCR C26 durante una noche (-TA), tratadas o no con el inhibidor DDR1-IN-
1 (70nM). Zimografía de MMP2 y MMP9 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
Resultados presentados como la media ±SD (n=3) 
 
Por otra parte, según los resultados mostrados en la figura 44, las KCs secretaron 
ambas formas, inactiva y activa, de las MMPs. Al comparar los niveles de 
expresión de MMPs totales en el secretoma de las KCs, no se vieron diferencias 
reseñables en función del tratamiento. Sin embargo, al distinguir entre las 
formas inactiva y activa de las MMPs, sí se detectaron cambios significativos 
dependiendo de las condiciones de cultivo.   
El DDR1-IN-1 inhibió un 25% la secreción de la forma activa de ambas MMPs por 
las KCs-Ø, respecto a las KCs-Ø no tratadas. De igual modo, el DDR1-IN-1 
bloqueó un 50% la producción de la MMP9 activa por las KCs-TA, comparadas 
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Figura 44. Secreción de MMPs por las KCs en estado basal (-Ø) e incubadas con el MC 
de células de CCR C26 durante una noche (-TA), tratadas o no con el inhibidor DDR1-IN-
1 (70nM). Zimografía de MMP2 y MMP9 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
Resultados presentados como la media ±SD (n=2). */#P < 0.1, **P < 0.01 
 
En cuanto al secretoma de las HSCs (Fig.45), se registraron ambas formas de la 
MMP2 y únicamente la Pro-MMP9. 
Por un lado, el secretoma tumoral estimuló la producción de MMPs por las HSCs, 
provocando un aumento significativo del 30% en la MMP2 total y del 90% en la 
Pro-MMP9, respecto a las HSCs-Ø.  
Por otro lado, el DDR1-IN-1 inhibió significativamente la secreción de MMPs por 
las HSCs, respecto a las células sin tratar. Por una parte, el DDR1-IN-1 redujo un 
25% la expresión de ambas MMPs en el secretoma de las HSCs-Ø. Por otra parte, 
el DDR1-IN-1 disminuyó un 30% la cantidad de MMP2 total y más de un 90% la 
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Figura 45. Secreción de MMPs por las HSCs en estado basal (-Ø) e incubadas con el MC 
de células de CCR C26 durante una noche (-TA), tratadas o no con el inhibidor DDR1-IN-
1 (70nM). Zimografía de MMP2 y MMP9 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
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V.2.4 El bloqueo del DDR1 en las LSECs y las HSCs activadas por 
tumor (-TA) inhibe la fosforilación del DDR1 tumoral  
Tras describir el efecto del DDR1-IN-1 en la fosforilación del DDR1 y en la 
secreción de MMPs por las SCs durante su interacción el tumor, el siguiente 
objetivo fue determinar cómo afectó el bloqueo del DDR1 sinusoidal a la 
fosforilación del receptor, la secreción de MMPs y a la proliferación, migración 
e invasión de las células de CCR C26 durante su interacción con las SCs hepáticas.  
Para llevarlo a cabo, se empleó el modelo in vitro de comunicación celular 
sinusoide-tumor (Capítulo 1). De este modo, las células C26 se cultivaron en 
estado basal (C26-Ø), o se incubaron con el secretoma o MC sinusoidal durante 
24 horas (C26-SA). El secretoma sinusoidal empleado fue el correspondiente a 
las LSECs, KCs y HSCs, tanto -Ø como -TA, tratadas o no con DDR1-IN-1.  
En primer lugar, se determinó el efecto del bloqueo del DDR1 sinusoidal en la 
fosforilación del DDR1 tumoral. Para ello, se examinó la expresión proteica de 
PDDR1 respecto al DDR1 total por Western blot.  
Como se ve en la figura 46, el secretoma de las LSECs-Ø no provocó ningún 
efecto reseñable en la fosforilación del DDR1 de las células C26. En cambio, el 
secretoma de las LSECs-TA aumentó significativamente un 40% la expresión de   
PDDR1/DDR1 tumoral, respecto a las células C26 en estado basal. 
Por otra parte, el secretoma de las LSECs-TA con el DDR1 bloqueado, inhibió la 
fosforilación del DDR1 tumoral, reduciendo significativamente casi un 50% la 
expresión de PDDR1/DDR1, respecto a las células C26 tratadas con el secretoma 
de las LSECs-TA con el DDR1 activo. 
 
 
















Figura 46. Efecto del bloqueo del DDR1 de las LSECs en la fosforilación del DDR1 de 
células de CCR C26. Las células C26 se incubaron en estado basal (-Ø) o con el MC de las 
LSECs durante 24 horas (-SA). El MC de las LSECs fue obtenido de células en estado basal 
(-Ø) y activadas por tumor durante una noche (-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con 
DDR1-IN-1. Western blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica 
(B). Resultados presentados como la media ±SD (n=3). */#P < 0.1 
 
A continuación, el secretoma de las KCs no tuvo ningún efecto en la fosforilación 
del DDR1 tumoral. En este sentido, no se produjeron cambios en los valores de 
expresión de PDDR1/DDR1 de las células C26 tras la exposición a ninguna de las 
condiciones de tratamiento, respecto a los datos obtenidos en las células C26 
en estado basal (Fig.47). 
 































































Figura 47. Efecto del bloqueo del DDR1 de las KCs en la fosforilación del DDR1 de células 
de CCR C26. Las células C26 se incubaron en estado basal (-Ø) o con el MC de las KCs 
durante 24 horas (-SA). El MC de las KCs fue obtenido de células en estado basal (-Ø) y 
activadas por tumor durante una noche (-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con DDR1-
IN-1. Western blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
Resultados presentados como la media ±SD (n=3) 
 
Por último, como puede verse en la figura 48, el secretoma de las HSCs-TA 
estimuló la fosforilación del DDR1 tumoral, aumentando significativamente un 
50% la expresión de PDDR1/DDR1, respecto a las células C26 tratadas con el 
secretoma de las HSCs-Ø. 
En cambio, el secretoma de las HSCs-TA con el DDR1 bloqueado, inhibió la 
fosforilación del DDR1 tumoral, disminuyendo significativamente casi un 60% la 
expresión de PDDR1/DDR1, respecto a las células C26 tratadas con el secretoma 






























































Figura 48. Efecto del bloqueo del DDR1 de las HSCs en la fosforilación del DDR1 de 
células de CCR C26. Las células C26 se incubaron en estado basal (-Ø) o con el MC de las 
HSCs durante 24 horas (-SA). El MC de las HSCs fue obtenido de células en estado basal 
(-Ø) y activadas por tumor durante una noche (-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con 
DDR1-IN-1. Western blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión proteica 
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V.2.5 El bloqueo del DDR1 en las LSECs activadas por tumor (-
TA) y en las HSCs en estado basal (-Ø) inhibe la secreción de 
MMPs por el tumor  
En segundo lugar, se prosiguió el análisis evaluando el efecto del bloqueo del 
DDR1 sinusoidal en la secreción de MMPs por el tumor.  
Para ello, las células C26 se cultivaron en estado basal (C26-Ø), o se incubaron 
con el secretoma o MC sinusoidal durante 24 horas (C26-SA). El secretoma 
sinusoidal empleado fue el correspondiente a las LSECs, KCs y HSCs, tanto -Ø 
como -TA, tratadas o no con DDR1-IN-1. Después, tras 24 horas adicionales de 
cultivo en medio basal, se extrajeron los secretomas, y la cantidad de MMP2 y 
MMP9 producida por las células C26-Ø y C26-SA fue detectada por zimografía. 
Según lo que se muestra en la figura 49, sólo se detectó la forma activa de la 
MMP2, como una banda de unos 70KDa, en el secretoma de las células C26 
tratadas con el secretoma de las LSECs.  
Por un lado, el secretoma de las LSECs-Ø no tuvo ningún efecto significativo en 
la secreción de MMP2 por las células C26. Sin embargo, el secretoma de las 
LSECs-TA causó un aumento significativo de más del doble en la producción de 
MMP2 tumoral, respecto a los niveles detectados en el secretoma de las células 
C26 en estado basal.  
Por otro lado, el tratamiento con el secretoma de las LSECs-TA con el DDR1 
bloqueado, inhibió la secreción de MMP2 tumoral, reduciendo 
significativamente un 25% su expresión, comparada con los valores observados 
tras el cultivo de las células tumorales con el secretoma de las LSECs-TA con el 
DDR1 activo.  
 
















Figura 49. Efecto del bloqueo del DDR1 de las LSECs en la secreción de MMPs por células 
de CCR C26. Las células C26 se incubaron en estado basal (-Ø) o con el MC de las LSECs 
durante 24 horas (-SA). El MC de las LSECs fue obtenido de células en estado basal (-Ø) 
y activadas por tumor durante una noche (-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con DDR1-
IN-1. Zimografía de MMP2 y MMP9 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
Resultados presentados como la media ±SD (n=3). #P < 0.1, **P < 0.01 
 
Seguidamente, únicamente se registró la presencia de la MMP2 activa en el 
secretoma de las células C26 incubadas con el secretoma de las KCs. En este 
caso, no se apreciaron alteraciones significativas en la expresión de MMP2 en el 
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Figura 50. Efecto del bloqueo del DDR1 de las KCs en la secreción de MMPs por células 
de CCR C26. Las células C26 se incubaron en estado basal (-Ø) o con el MC de las KCs 
durante 24 horas (-SA). El MC de las KCs fue obtenido de células en estado basal (-Ø) y 
activadas por tumor durante una noche (-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con DDR1-
IN-1. Zimografía de MMP2 y MMP9 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
Resultados presentados como la media ±SD (n=3)  
 
Para terminar, como se ve en la figura 51, sólo se detectó la forma activa de la 
MMP2 en el secretoma de las células C26 incubadas con el secretoma de las 
HSCs.  
Por una parte, el secretoma de las HSCs correspondiente a las diferentes 
condiciones de tratamiento incrementó significativamente la secreción de 















































Si bien, dicha subida fue más acusada en las células C26 tratadas con el 
secretoma de las HSCs con el DDR1 activo, con valores de producción de MMP2 
3.5 veces superiores a los de las células C26 en estado basal. Igualmente, el 
secretoma de las HSCs con el DDR1 bloqueado aumentó entre el doble y el triple 
la secreción de MMP2 por las células C26.  
Aunque el secretoma de las HSCs estimuló la producción de MMP2 tumoral, 
cabe desatacar que el secretoma de las HSCs-Ø con el DDR1 bloqueado redujo 
significativamente un 30% la secreción de MMP2 tumoral, respecto al 
tratamiento con el secretoma de las HSCs-Ø con el DDR1 activo.  
 
 










Figura 51. Efecto del bloqueo del DDR1 de las HSCs en la secreción de MMPs por células 
de CCR C26. Las células C26 se incubaron en estado basal (-Ø) o con el MC de las HSCs 
durante 24 horas (-SA). El MC de las HSCs fue obtenido de células en estado basal (-Ø) y 
activadas por tumor durante una noche (-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con DDR1-
IN-1. Zimografía de MMP2 y MMP9 (A). Cuantificación de la expresión proteica (B). 
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V.2.6 El bloqueo del DDR1 en las SCs en estado basal (-Ø) y 
activadas por tumor (-TA) inhibe la proliferación, migración e 
invasión tumoral  
Finalmente, en tercer y último lugar, se examinó el efecto del bloqueo del DDR1 
sinusoidal en diferentes procesos celulares relacionados con el desarrollo 
metastásico tumoral, concretamente, en la proliferación, la migración y la 
invasión a través de colágeno tipo I.  
Para esto, las células C26 se cultivaron en estado basal (C26-Ø), o se incubaron 
con el secretoma o MC sinusoidal durante 24 o 48 horas (C26-SA). El secretoma 
sinusoidal empleado fue el correspondiente a las LSECs, KCs y HSCs, tanto -Ø 
como -TA, tratadas o no con DDR1-IN-1. De esta forma, los diferentes 
secretomas sinusoidales se emplearon como fuente de factores proliferativos 
(incubación de 48 horas) o quimiotácticos (incubación de 24 horas) para el 
tratamiento de las células C26.  
Por un lado, tal como se aprecia en la figura 52A, el secretoma de las LSECs-Ø 
no provocó cambios en los valores de proliferación tumoral, respecto a los 
observados en las células C26 en estado basal. En cambio, el secretoma de las 
LSECs-TA estimuló significativamente un 20% la proliferación tumoral, en 
comparación con las células C26 en estado basal.  
Por otra parte, el secretoma de las LSECs-TA con el DDR1 bloqueado redujo 
significativamente un 20% los niveles de crecimiento tumoral, respecto a los 
valores obtenidos tras el tratamiento con el secretoma de las LSECs-TA con el 
DDR1 activo. 
Por otro lado, como se muestra en la figura 52B y C, aunque el secretoma de las 
LSECs ocasionó una cierta subida en la migración e invasión tumoral, no se 
detectaron cambios significativos respecto a las células C26 en estado basal. 
















Figura 52. Efecto del bloqueo del DDR1 de las LSECs en la proliferación, migración e 
invasión a través de Col I (1%) de células de CCR C26. Las células C26 se incubaron en 
estado basal (-Ø) o con el MC de las LSECs durante 24 o 48 horas (-SA). El MC de las 
LSECs fue obtenido de células en estado basal (-Ø) y activadas por tumor durante una 
noche (-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con DDR1-IN-1. Proliferación tras 48 horas 
(A), migración e invasión tras 24 horas (B). Imágenes de microscopía óptica 
representativas de la migración e invasión. Barra de escala, 50µm (C). Resultados 
presentados como la media ±SD (n=3). #P < 0.1, **P < 0.01   
 
A continuación, se vio que el secretoma de las KCs-Ø no alteró la proliferación 
tumoral, respecto a las células C26 en estado basal. Sin embargo, el secretoma 
de las KCs-TA incrementó significativamente un 20% el número de células 
tumorales, en comparación con las células C26 en estado basal. Este incremento 
fue restablecido a los niveles basales como resultado del cultivo del tumor con 
el secretoma de las KCs-TA con el DDR1 bloqueado (Fig.53A).    
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b: C26-SA (LSEC-Ø-) 
c: C26-SA (LSEC-Ø+) 
d: C26-SA (LSEC-TA-) 
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En cuanto a los datos de migración e invasión, el secretoma de las KCs con el 
DDR1 activo aumentó significativamente un 25% estas capacidades tumorales, 
respecto a las células C26 en estado basal. En cambio, el secretoma de las KCs 
con el DDR1 bloqueado disminuyó el potencial migratorio e invasivo tumoral 













Figura 53. Efecto del bloqueo del DDR1 de las KCs en la proliferación, migración e 
invasión a través de Col I (1%) de células de CCR C26. Las células C26 se incubaron en 
estado basal (-Ø) o con el MC de las KCs durante 24 o 48 horas (-SA). El MC de las KCs 
fue obtenido de células en estado basal (-Ø) y activadas por tumor durante una noche 
(-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con DDR1-IN-1. Proliferación tras 48 horas (A), 
migración e invasión tras 24 horas (B). Imágenes de microscopía óptica representativas 
de la migración e invasión. Barra de escala, 50µm (C). Resultados presentados como la 
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c: C26-SA (KC-Ø+) 
d: C26-SA (KC-TA-) 









































































En último lugar, el secretoma de las HSCs con el DDR1 activo estimuló 
significativamente sobre un 20% la proliferación tumoral, respecto a las células 
C26 en estado basal. Por el contrario, el secretoma de las HSCs con el DDR1 
bloqueado revirtió el crecimiento tumoral hasta niveles basales (Fig.54A).   
Además, el secretoma de las HSCs con el DDR1 activo subió una media del 65% 
la migración e invasión tumoral, en comparación con las células C26 en estado 
basal. Sin embargo, este aumento bajó a valores basales tras el tratamiento del 
tumor con el secretoma de las HSCs-Ø con el DDR1 bloqueado (Fig.54B y C).    
 










Figura 54. Efecto del bloqueo del DDR1 de las HSCs en la proliferación, migración e 
invasión a través de Col I (1%) de células de CCR C26. Las células C26 se incubaron en 
estado basal (-Ø) o con el MC de las HSCs durante 24 o 48 horas (-SA). El MC de las HSCs 
fue obtenido de células en estado basal (-Ø) y activadas por tumor durante una noche 
(-TA), sin (-) y con (+) el tratamiento con DDR1-IN-1. Proliferación tras 48 horas (A), 
migración e invasión tras 24 horas (B). Imágenes de microscopía óptica representativas 
de la migración. Barra de escala, 50µm (C). Resultados presentados como la media ±SD 
(n=3) */#P < 0.1, **P < 0.01   
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Según los resultados obtenidos en este capítulo, tras el cultivo basal de las SCs 
hepáticas, el compuesto DDR1-IN-1 es capaz de bloquear la fosforilación del 
DDR1 en las KCs y en las HSCs, lo que se correlaciona con una inhibición de su 
secreción de MMPs. En cambio, el DDR1-IN-1 no causa ningún efecto en el DDR1 
ni en la síntesis de MMPs por las LSECs. 
Por otra parte, tras el tratamiento de las SCs con el secretoma tumoral, la 
fosforilación del DDR1 aumenta en las KCs y en las HSCs, sin mostrar signos de 
actividad en las LSECs. En estas circunstancias, el DDR1-IN-1 bloquea la 
fosforilación del DDR1 en las LSECs y en las HSCs, pero únicamente coincide con 
una inhibición de la síntesis de MMPs por las HSCs. Sorprendentemente, aunque 
el DDR1-IN-1 no altera la fosforilación del DDR1 de las KCs, sí inhibe su 
producción de MMP9.      
En cuanto a la respuesta del tumor al secretoma sinusoidal, la fosforilación del 
DDR1 y la secreción de MMP2 tumoral se incrementan tras el tratamiento con 
los secretomas de las LSECs y las HSCs activadas previamente por el tumor. En 
cambio, el bloqueo del DDR1 en estas SCs inhibe la fosforilación del receptor y 
la secreción de MMP2 por el tumor.  
Además, el secretoma de las SCs, principalmente de las estimuladas por el 
tumor, potencia las capacidades proliferativas, migratorias e invasivas 
tumorales. Sin embargo, el bloqueo del DDR1 en las SCs inhibe dichas 
propiedades tumorales.    
Teniendo en cuenta estos resultados obtenidos al bloquear el DDR1 sinusoidal, 
el siguiente objetivo será silenciar el DDR1 tumoral y evaluar su implicación en 
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La participación del DDR1 tumoral en la progresión metastásica de las células de 
CCR ha supuesto la elección de dicho receptor como posible diana terapéutica 
en el tratamiento de esta enfermedad. En este sentido, estudios recientes 
demuestran los efectos anti-metastásicos derivados de la inhibición del DDR1 
en las células tumorales de colon 129–132. Con el fin de ampliar dichas 
investigaciones y, los objetivos de este apartado son: 
1. Bloquear in vitro la fosforilación del DDR1 en las células humanas de CCR 
metastásico HT29 utilizando el compuesto inhibidor DDR1-IN-1. Analizar el 
efecto de este bloqueo en la expresión de mediadores secundarios 
relacionados con los procesos de adhesión, proliferación, migración e 
invasión tumoral.  
 
2. Silenciar in vitro la expresión del DDR1 en las células murinas de CCR 
metastásico C26 y examinar el efecto de este silenciamiento en la 
proliferación e invasión tumoral. 
 
3. Estudiar el papel del DDR1 tumoral en el desarrollo in vivo de metástasis 











VI.2.1 El DDR1-IN-1 bloquea la fosforilación del DDR1 en las 
células de CCR HT29 a través de las vías de señalización celular 
PI3K/AKT y MAPK/ERK  
Al igual que en el caso de los fibroblastos 3T3, los macrófagos J774A.1 y las SCs 
hepáticas murinas, se usó el compuesto químico DDR1-IN-1 para bloquear la 
fosforilación del DDR1 en las células humanas de CCR metastásico HT29.  
En primer lugar, se estableció una concentración apropiada de DDR1-IN-1 para 
el tratamiento de las células tumorales. Es decir, la dosis de DDR1-IN-1 con el 
máximo efecto inhibitorio, pero sin resultar tóxica.  
Por un lado, se determinó la toxicidad del compuesto DDR1-IN-1, incubando las 
células tumorales con concentraciones crecientes del mismo y calculando la 
proporción de células apoptóticas mediante citometría de flujo. Para ello, las 
células se tiñeron con los marcadores anexina V y yoduro de propidio, 
diferenciándose las células apoptóticas y las necróticas o muertas, 
respectivamente. No se utilizaron concentraciones superiores a 200nM de 
DDR1-IN-1, puesto que causaron alteraciones en la morfología celular.  
Como se aprecia en la figura 55, las dosis de DDR1-IN-1 empleadas no resultaron 
nocivas para las células tumorales, ya que no se observaron cambios 


















Figura 55. Análisis de células de CCR HT29 apoptóticas tras la incubación con el inhibidor 
DDR1-IN-1 (0, 50, 100, 200nM). Anexina V-/Yoduro de propidio-: células vivas; Anexina 
V+/Yoduro de propidio- y Anexina V+/Yoduro de propidio+: células en apoptosis 
temprana y tardía, respectivamente; Anexina V-/Yoduro de propidio+: células muertas 
(A). Proporción total de células apoptóticas (B). Resultados presentados como la media 
±SD (n=2) 
 
Por otro lado, se evaluó la eficacia del compuesto DDR1-IN-1 en la inhibición de 
la fosforilación del DDR1 tumoral, analizando la expresión proteica de PDDR1 
respecto al DDR1 total mediante Western blot en las células HT29 tratadas con 
el DDR1-IN-1 (0-200nM).  
La concentración de DDR1-IN-1 de 200nM, además de no provocar apoptosis 
(Fig.55), resultó la más efectiva, ya que disminuyó aproximadamente un 60% la 
fosforilación del DDR1 en las células tumorales, comparadas con las células no 
tratadas (Fig.56). Por estas razones, dicha cantidad de DDR1-IN-1 fue la 
empleada para el bloqueo de la fosforilación del receptor en las  células HT29.   
 



























Anexina V Anexina V 
96.29 94.88 1.55 1.69 
1.86 3.04 0.30 0.38 
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90.02 88.80 4.10 5.08 
5.42 6.01 0.27 0.11 
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Figura 56. Bloqueo de DDR1 en células de CCR HT29 incubadas con el inhibidor DDR1-
IN-1 (0-200nM). Western blot de PDDR1 y DDR1 (A). Cuantificación de la expresión 
proteica (B) (n=1) 
 
Por último, se examinaron las posibles vías de señalización partícipes en la 
inhibición química de la fosforilación del DDR1 tumoral. Para ello, se estudiaron 
dos de las principales rutas de señalización o comunicación celular, PI3K/AKT y 
MAPK/ERK. Con este propósito, tras el tratamiento de las células HT29 con la 
dosis de 200nM de DDR1-IN-1, se analizó la expresión proteica de PAKT respecto 
a la AKT total y de PERK respecto a la ERK total mediante Western blot.  
Tal como se observa en la figura 57, la inhibición de la fosforilación del DDR1 se 
correlacionó con un descenso significativo en la fosforilación de AKT y ERK en 
las células tumorales. En este sentido, las células HT29 tratadas con el DDR1-IN-
1 redujeron en torno a un 60% la expresión tanto de PAKT/AKT como de 











































Figura 57. Expresión de proteínas de señalización en células de CCR HT29 incubadas con 
el inhibidor DDR1-IN-1 (200nM). Western blot de PAKT, AKT, PERK y ERK (A). 
Cuantificación de la expresión proteica (B). Resultados presentados como la media ±SD 
(n=3). **P < 0.01  
 
VI.2.2 El bloqueo del DDR1 reduce la adhesión, proliferación, 
migración e invasión in vitro de las células de CCR HT29  
A continuación, se evaluó el efecto del bloqueo del DDR1 en la expresión de 
factores involucrados en la adhesión, la proliferación, la migración y la invasión 
tumoral, propiedades íntimamente relacionadas con la progresión metastásica. 
Para ello, una vez bloqueada la fosforilación del DDR1 en las células HT29, se 
determinó la expresión proteica de una serie de proteínas implicadas en estos 
procesos celulares mediante Western blot.   
Según los resultados mostrados en la figura 58, la inhibición de la fosforilación 
del DDR1 en las células tumorales coincidió con una reducción significativa de la 
expresión de proteínas relacionadas con la adhesión celular, disminuyendo un 
40% y un 70% la expresión de ICAM1 y VCAM1, respectivamente, 
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Del mismo modo, el bloqueo del DDR1 tumoral provocó una bajada significativa 
del 70%, respecto a las células tumorales control, en el nivel de expresión de la 
MMP9, proteína implicada en la migración e invasión celular, así como en la 
remodelación de la MEC. Por el contrario, el bloqueo del receptor no causó 
cambios en la expresión tumoral de Ki67, marcador de proliferación celular, en 








Figura 58. Expresión de proteínas relacionadas con adhesión, proliferación, migración e 
invasión en células de CCR HT29 incubadas con el inhibidor DDR1-IN-1 (200nM). 
Western blot de ICAM1, VCAM1, Ki67 y MMP9 (A). Cuantificación de la expresión 
proteica (B). Resultados presentados como la media ±SD (n=3). *P < 0.1, **P < 0.01, 
***P < 0.001        
 
VI.2.3 El silenciamiento de la expresión del DDR1 reduce la 
invasión in vitro de las células de CCR C26 
Tras describir las consecuencias del bloqueo del DDR1 tumoral en algunas 
características relacionadas con la metástasis, se estudió el efecto del 
silenciamiento de la expresión del DDR1 en la proliferación e invasión de las 
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Con esta intención, por un lado, las células tumorales se transfectaron con una 
secuencia de ARNsh no específica y otra capaz de interaccionar con la secuencia 
génica del DDR1, obteniéndose las líneas celulares estables C26 siØ y siDDR1, 
respectivamente. Después, la especificidad y efectividad del silenciamiento fue 
analizada a nivel genético y proteico mediante PCR convencional y Western blot. 
En primer lugar, no hubo cambios en la expresión del DDR1 de las células C26 
siØ respecto a las células no transfectadas o salvajes, por lo que se validó que el 
protocolo de silenciamiento en sí no interfirió en la expresión del receptor.  
Además, el silenciamiento del DDR1 resultó en una reducción significativa de la 
expresión génica y proteica del receptor de aproximadamente el 70% y 60%, 
respectivamente, en las células C26 siDDR1 comparadas con las células C26 
salvajes y siØ (Fig.59).  












Figura 59. Silenciamiento de DDR1 en células de CCR C26. PCR convencional (A) y 
Western blot de DDR1 (C). Cuantificación de la expresión génica (B) y proteica (D). 
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Posteriormente, las células C26 siDDR1 fueron descritas morfológica y 
funcionalmente, comparándolas con las células tumorales salvajes y siØ.  
En cuanto a las características morfológicas, como se aprecia en la figura 60, las 
células C26 siDDR1 mostraron una menor cantidad de prolongaciones 






Figura 60. Cultivos de células de CCR C26. Imágenes representativas de microscopía 
óptica de contraste de fases de células C26 salvajes (A), siØ (B) y siDDR1 (C) a un 60% de 
confluencia. Barra de escala, 50µm 
 
Para el análisis funcional, se detallaron los procesos de proliferación e invasión 
celular a través de colágeno tipo I. En este caso, la invasión se definió como la 
capacidad de las células tumorales de atravesar una matriz de colágeno, sin 









En comparación con las células C26 salvajes y siØ, las células C26 siDDR1 
presentaron una disminución significativa del 60% en su potencial invasivo a 
través de colágeno, mientras que no se apreciaron cambios en la proliferación 
tumoral tras las 24 o 48 horas de cultivo (Fig.61). 
Estos resultados fueron similares a los observados tras la inhibición química de 
la fosforilación del DDR1 en las células humanas de CCR HT29, en las que el 
bloqueo del receptor afectó a la adhesión, migración e invasión celular, pero no 









Figura 61. Caracterización de células de CCR C26 siDDR1. Proliferación (A) e invasión a 
través de Col I (1%) (B) de células C26 salvajes, siØ y siDDR1. Imágenes de fluorescencia 
representativas de la migración. Barra de escala, 50µm (C). Resultados presentados 
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VI.2.4 El silenciamiento de la expresión del DDR1 reduce el 
desarrollo in vivo de metástasis hepáticas de células de CCR 
C26 
Finalmente, se examinó el papel del DDR1 tumoral en el crecimiento in vivo de 
metástasis hepáticas de CCR. Para ello, se inyectaron células de CCR C26 
salvajes, siØ y siDDR1 en ratones singénicos BALB/c y, pasados 14 días, se 
extrajeron los hígados para su análisis histológico. 
Dicho análisis se basó en la cuantificación de dos parámetros utilizados para 
describir las dimensiones de la metástasis: el número total de focos 
metastásicos y el porcentaje de área hepática ocupada por tumor.       
Como se observa en la figura 62, el número de focos metastásicos se redujo 
significativamente en el tejido hepático de los ratones inoculados con las células 
tumorales transfectadas, comparados con los ratones inoculados con las células 
tumorales con fenotipo salvaje. Esta disminución en el número de metástasis 
hepáticas fue de un 50% y del 80%, en los hígados metastatizados con las células 
C26 siØ y siDDR1, respectivamente.    
En lo referente al porcentaje de área hepática ocupada por tumor, este valor 
decreció significativamente a la mitad en aquellos ratones inyectados con 
células C26 siDDR1, comparados con los ratones inoculados con células C26 
























Figura 62. Análisis histológico del crecimiento metastásico de CCR en tejido hepático 
murino. Cuantificación del número de focos metastásicos (A) y del área hepática 
ocupada por tumor (B). Imágenes representativas de microscopía óptica de tejido 
hepático de ratones inoculados con células C26 salvajes (C, n=3), siØ (D, n=3) y siDDR1 
(E, n=6). Barra de escala, 200µm. T: tumor, E: estroma, separados por la línea 























































































Los resultados obtenidos en este capítulo muestran que la inhibición química de 
la fosforilación del DDR1 y el silenciamiento de la expresión del receptor en las 
células de CCR metastásico, provocan una importante disminución en la 
adhesión y en el potencial invasivo tumoral. Sin embargo, tanto el bloqueo de 
la fosforilación como el descenso de la expresión del DDR1 en las células 
cancerígenas parecen no tener efecto en la proliferación del tumor.  
Conjuntamente, estas observaciones respaldan la caída del 50% en el desarrollo 
de metástasis hepáticas de CCR al silenciar el DDR1 tumoral, sugiriendo que este 
receptor podría jugar un importante papel durante el proceso metastásico. 
 






















Actualmente, el cáncer colorrectal (CCR) representa el segundo tipo de tumor 
maligno con mayor tasa de mortalidad a nivel mundial 11. Este elevado índice de 
mortandad se debe a la diseminación de las células tumorales desde la región 
colorrectal hacia otros órganos, principalmente el hígado, generándose una 
metástasis 30,31. En datos porcentuales, la metástasis hepática se desarrolla a 
partir de un CCR en más de la mitad de los casos, a causa sobre todo del drenaje 
sanguíneo existente entre el intestino y el hígado, que transporta las células 
cancerígenas desde el colon hasta los capilares o sinusoides hepáticos 56,57. Por 
tanto, las células sinusoidales (SCs) hepáticas, que comprenden las células 
endoteliales (LSECs), las células de Kupffer (KCs) y las células estrelladas (HSCs), 
son las que primero interaccionan con las células de CCR, inhibiendo o 
estimulando el crecimiento metastásico 58,59.  
De este modo, las relaciones establecidas entre las SCs hepáticas y el tumor 
metastásico regulan la conformación de un microambiente tumoral (MAT) 
hepático, que determinará el comportamiento de la metástasis, y cuya 
estructuración y funcionamiento se basan en la coordinación de sus elementos 
193. Por ello, la comunicación intercelular y con la matriz extracelular (MEC), a 
través de receptores celulares de membrana, es esencial para la construcción 
de un entorno favorable que potencie la supervivencia de la metástasis 103.  
Uno de los receptores más estudiados en el cáncer es el receptor con dominio 
discoidina 1 (DDR1), un tipo de tirosina quinasa (RTK) cuya peculiaridad consiste 
en que su ligando principal es el colágeno, proteína mayoritaria de la MEC. El 
colágeno constituye un factor clave en la configuración del MAT, ya que modula 
las propiedades metastásicas del tumor 116–120. La expresión y actividad del DDR1 
se encuentran desreguladas en muchos tumores metastásicos, incluyendo el 
CCR 132. En este sentido, dos estudios independientes realizados recientemente 
por Hu Y y cols. 139 y por Jeitany M y cols. 130, sugieren que la sobre-expresión 




Sin embargo, pese a la importancia del estroma del hígado durante la entrada y 
colonización de las células de CCR, la repercusión del DDR1 hepático en el 
proceso de metástasis se desconoce.               
Considerando el papel relevante de las SCs en la metástasis hepática, su estudio 
está surgiendo como nueva herramienta que permita dilucidar los mecanismos 
moleculares que ocurren durante la conformación del MAT hepático 56. 
Siguiendo este ejemplo, y dada la participación del DDR1 en la progresión de la 
metástasis, en el presente estudio validamos un modelo de comunicación 
celular in vitro entre las SCs del hígado y el CCR, y evaluamos la implicación del 
DDR1 hepático en el desarrollo metastásico. En primer lugar, la expresión de los 
marcadores CD146, F4/80 y GFAP, específicos de las LSECs 194, KCs 195 y HSCs 196, 
respectivamente, prueba la pureza de los cultivos primarios de las tres 
poblaciones celulares sinusoidales. Además, la modificación en la expresión 
génica y proteica de una serie de moléculas implicadas en el funcionamiento del 
MAT, demuestra la capacidad de respuesta de las SCs hepáticas a los factores 
solubles derivados del tumor, y viceversa.  
Por un lado, en nuestro modelo, los factores tumorales estimulan la expresión 
hepática de genes involucrados en la inmunomodulación, característica 
estrechamente relacionada con la progresión del CCR 197. Referente a esto, el 
aumento de la expresión de COX2 en las SCs, fundamentalmente en las KCs, así 
como la activación tumoral de la expresión de IL6 en las LSECs y las HSCs, se 
asocia con la generación de un ambiente hepático inflamatorio, como ya se ha 
observado recientemente en otros modelos de interacción entre el hígado y el 
CCR 198,199. Asimismo, el incremento de la expresión de IL10 en las LSECs y las 
HSCs provocado por el tumor, podría significar la supresión de la respuesta 
inmune llevada a cabo por los linfocitos hepáticos 200, lo cual ha sido descrito en 
LSECs 64,201 y HSCs 202 activadas por factores tumorales derivados de CCR y de 





Por otro lado, en respuesta al tumor de colon metastásico, apreciamos una 
sobre-expresión de los genes VEGF y PDGF, y de la proteína MMP14 en las LSECs, 
así como un aumento de su capacidad migratoria e invasiva a través de colágeno 
tipo I, lo que podría correlacionarse con una activación de la neovascularización 
hepática, necesaria para el mantenimiento de la masa tumoral. Según Gervaz P 
y cols., en el hígado, la formación de nuevos vasos sanguíneos está 
mayoritariamente regulada por el VEGF y es llevada a cabo por las LSECs 203. 
Además, otros estudios proponen la función esencial del PDGF en la 
angiogénesis, como molécula clave de interacción entre el endotelio y las HSCs 
78,79,204. En este sentido, Semela D y cols. describen que la secreción de PDGF por 
las LSECs durante la formación de los vasos sanguíneos promueve el 
reclutamiento de HSCs 205, debido a su capacidad para estructurar la vasculatura 
206. Asimismo, la angiogénesis requiere la generación de invadosomas 168,169, 
permitiendo a las LSECs abrirse paso a través de la MEC al activar su maquinaria 
enzimática proteolítica 207,208. Entre las diferentes MMPs que hidrolizan la MEC, 
la MMP14 endotelial juega un importante papel, dada su facultad para degradar 
colágeno fibrilar, tal como demuestran Chun TH y cols. 209.  
Por último, los factores tumorales también causan una subida en la expresión 
génica de COL1A1 y proteica de MMP14 en las HSCs, además de un incremento 
de su potencial migratorio e invasivo a través de colágeno tipo I. Esto podría 
relacionarse con una estimulación de los eventos de síntesis y degradación de 
la MEC del hígado, imprescindibles para la reorganización tisular típica de un 
crecimiento cancerígeno. Por una parte, está aceptado que la fibrosis hepática 
es un proceso caracterizado por la producción y acumulación de grandes 
cantidades de colágeno fibrilar, particularmente los tipos I y III 210, llevado a cabo 
por las HSCs activadas por un daño crónico en el tejido hepático 211–213, y que 
acelera significativamente la metástasis de CCR 214,215. Por otra parte, también 




conduciendo a un incremento de la hidrólisis del colágeno y a una estimulación 
de su migración y la de otras poblaciones celulares a través de la MEC. Todo ello 
favorece, por tanto, la infiltración de las células tumorales y estromales, cuya 
cooperación es esencial para el establecimiento del MAT hepático  216–218.      
Prosiguiendo con nuestro modelo de interacción celular, los factores 
sinusoidales son capaces de potenciar las características metastásicas de las 
células de CCR. En primer lugar, corroborando la importancia del endotelio y los 
macrófagos sinusoidales en la creación de un ambiente hepático inflamatorio 
61,149,198, nuestros resultados muestran que los factores solubles de las SCs, 
fundamentalmente derivados de las LSECs y las KCs, desencadenan la sobre-
expresión de las citoquinas pro-inflamatorias COX2 e IL6 en el tumor, 
íntimamente relacionadas con el crecimiento del CCR en el hígado 199,219,220. 
Además, en consistencia con los resultados anteriores, las células tumorales 
también incrementan la expresión de VEGF tras su interacción con las LSECs y 
las KCs, lo que, como demuestran Raluca BA y cols., se traduce en una 
estimulación de la angiogénesis 221. Peeters CF y cols. van más allá, al sugerir que 
el VEGF secretado por el CCR regula el comportamiento de las LSECs para 
transformar los sinusoides hepáticos en una vasculatura tortuosa e irregular, 
típica de la progresión metastásica 222. En último lugar, en línea con lo observado 
hasta ahora, los factores solubles de las SCs hepáticas promueven la re-
estructuración de la MEC, incrementando la expresión de COL1A1, MMP14 y 
TIMP2 tumoral, lo cual se asocia con un aumento de la inflamación, la 
proliferación, la angiogénesis, la invasión y la supervivencia del cáncer 218,223–225. 
Aunque el TIMP2 se defina como un factor inhibidor de la MMP2 y la MMP14 y, 
por tanto, comúnmente se describa como un supresor de la invasión tumoral 
226,227, existe cierta controversia en lo que a su función se refiere. De hecho, 
multitud de estudios relacionan la sobre-expresión del TIMP2 en las células 





debido sobre todo a la acumulación de colágeno matricial a consecuencia del 
bloqueo de las MMPs. Asimismo, se ha sugerido que la malignidad tumoral 
derivada del incremento de la expresión del TIMP-2, no sólo se asocia con la 
regulación estructural de la MEC. Por ejemplo, Wang W y cols., proponen que la 
activación tumoral del TIMP2 también estimula la transformación fenotípica 
epitelio-mesenquimal (TEM) y la adhesión de las células de cáncer 225.         
En conjunto, estos resultados demuestran la importancia de la comunicación 
entre las SCs y las células de CCR en la creación del MAT hepático. En este 
contexto, el tumor estimula la infiltración de las SCs hacia el tejido hepático 
metastásico, conformándose un nicho rico en factores pro-inflamatorios y pro-
angiogénicos, y distinguido por una intensa remodelación de la MEC. Así, esta 
alteración del ambiente, orquestada por el CCR, proporcionará soporte químico 
y físico para la adhesión, la migración y la supervivencia tumoral, en definitiva, 
favorecerá la colonización del hígado por las células metastásicas de colon 232,233.  
A continuación, antes de examinar la implicación del DDR1 en la formación del 
MAT, determinamos la expresión del receptor en el hígado y en el tumor por 
separado. En primer lugar, verificamos que, en condiciones fisiológicas, las tres 
poblaciones celulares sinusoidales expresan DDR1, principalmente las HSCs, con 
un 80% más de receptor que las LSECs y las KCs. El DDR1 se localiza sobre todo 
en el citoplasma celular, aunque también se observa en la membrana plasmática 
de las KCs y las HSCs. Por un lado, la expresión de DDR1 ha sido 
mayoritariamente descrita en células epiteliales 125, limitándose, por tanto, a los 
hepatocitos y colangiocitos del hígado 150,190,191, de manera que nuestros 
resultados suponen la primera evidencia que demuestra que las SCs hepáticas 
expresan DDR1 a nivel proteico. En relación con nuestras observaciones, 
estudios previos han señalado que este receptor también está presente en 
células endoteliales 234, inmunes 114,145,146 y fibroblastos 235 de otros tejidos del 




revelan que las HSCs primarias murinas 192 y la línea celular de HSCs humanas 
LX2 236 expresan DDR1 a nivel génico. Por otro lado, aunque el DDR1 se defina 
como un receptor de membrana, la detección de una sub-localización 
citoplasmática se ha observado en otros tipos celulares 237 y en muchos RTKs 238, 
y se atribuye al tráfico vesicular a través de la célula al que están sometidos 
durante su activación y reciclaje. 
En segundo lugar, varios estudios han establecido un aumento en la producción 
de colágeno matricial intra- y extra-tumoral durante la metástasis hepática 
223,239. Este hecho ha despertado el interés por determinar la expresión del DDR1 
en diferentes líneas de CCR metastásico. En nuestro caso, las células C26, 
MCA38 y HT29 expresan DDR1 citoplasmático y en la membrana celular, como 
ya se había registrado en otras células tumorales de colon 130,139. En lo referente 
a los niveles de expresión del receptor, los investigadores describen una sobre-
expresión del DDR1 en muchos tipos de cáncer, incluido el CCR, y lo asocian con 
un aumento del desarrollo tumoral 125,130,132,139. En concordancia con esto, 
nuestros resultados muestran que la expresión del DDR1 es un 30% mayor en el 
tejido hepático con metástasis de CCR que en el hígado sano. Curiosamente, 
este incremento de DDR1 en el tejido metastásico no sólo proviene de las células 
de CCR, sino que también se detecta en células que morfológicamente podrían 
corresponder con hepatocitos y células positivas para α-SMA, marcador 
específico de HSCs activadas 185,186. Esta apreciación refuerza la elevada 
expresión de DDR1 registrada en las HSCs en condiciones basales, y sugiere que 
el receptor de este tipo celular sinusoidal podría ser un factor clave en la 
actividad hepática, tanto en el hígado sano como en el metastatizado.   
Apoyando esta teoría, observamos que el DDR1 expresado por las KCs y las HSCs 
es funcional en estado fisiológico, ya que se fosforila en presencia de colágeno 
tipo I, algo totalmente desconocido hasta el momento. La razón de que el DDR1 





funcional en estas células, o también que las condiciones de cultivo o el 
protocolo de fosforilación no sean los apropiados para activar al receptor. Por 
ello, sería conveniente realizar más ensayos a fin de aclarar los posibles motivos. 
Por otra parte, el DDR1 tumoral, como ya se había comprobado previamente 
116,117, se activa in vitro tras la unión con su ligando principal. Esto significa que 
las SCs, a excepción de las LSECs, son capaces de interaccionar con la MEC a 
través del DDR1 en el hígado sano. Por tanto, teniendo en cuenta que la 
acumulación de colágeno es un evento clásico en el hígado metastatizado 223,239, 
su síntesis y degradación podrían estar reguladas a través del DDR1 presente no 
sólo en las células de CCR, sino también en las SCs hepáticas.  
Dado el mal pronóstico derivado de la sobre-expresión del DDR1 en muchos 
tipos de cáncer, el receptor ha sido propuesto como posible diana terapéutica 
en el tratamiento de la enfermedad. Esto ha desembocado en el uso de diversos 
inhibidores de su actividad, lo cual reduce la migración e invasión tumoral 129–
132. Emulando estos estudios y a la vista de nuestros resultados, decidimos usar 
el compuesto DDR1-IN-1 para inhibir la fosforilación del DDR1 en las SCs 
hepáticas y examinar su implicación en la producción de metaloproteinasas de 
matriz (MMPs), concretamente de MMP2 y MMP9, dos de las MMPs más 
relevantes en la remodelación de la MEC durante la metástasis hepática 240.  
Por un lado, el bloqueo de la fosforilación del DDR1 en las KCs y las HSCs reduce 
su secreción de MMPs. Sin embargo, el inhibidor no tiene efecto en las LSECs, lo 
que coincide con la incapacidad del DDR1 endotelial para activarse en presencia 
de colágeno tipo I. Está asentado que la actividad del DDR1 regula el balance 
entre la síntesis y degradación de colágeno, que varía entre los diferentes 
órganos, y es crucial para la organización de la MEC y la preservación de la 
homeostasis tisular 241,242. Por tanto, nuestros resultados podrían significar que 
el DDR1 de las KCs y las HSCs modula el mantenimiento de la homeostasis del 




Por otro lado, usando el bloqueante en nuestro modelo de comunicación entre 
las SCs hepáticas y el CCR metastásico, observamos que la producción de MMPs 
es dependiente de la activación del DDR1 únicamente en las HSCs. Estos 
resultados parecen razonables con lo obtenido hasta ahora, ya que las HSCs 
constituyen el tipo celular del sinusoide hepático con mayor expresión de DDR1 
y cuya función principal es la re-estructuración de la MEC a través de las MMPs 
79,210–213,216–218. En las LSECs, aunque el tratamiento con los factores tumorales 
parece potenciar el efecto del inhibidor al disminuir la fosforilación del DDR1, 
no hay cambios en la secreción de MMPs. Esto puede deberse a que las 
interacciones entre las LSECs y el colágeno matricial durante la metástasis 
hepática estén mediadas por otros tipos de receptores, como las integrinas 
73,243,244, o el otro miembro de receptores discoidina, el DDR2. En relación con 
esto, nuestros estudios previos demuestran que las HSCs expresan DDR2, y que 
su actividad está directamente relacionada con la síntesis de MMP2 112. Por otra 
parte, aunque sólo se ha descrito en células de cáncer de mama, Gao H y cols. 
sugieren que la activación del DDR1 puede producirse de manera independiente 
a la unión del colágeno 245. También es posible que la concentración de inhibidor 
empleada en nuestro modelo no sea suficiente para causar un efecto visible en 
los parámetros analizados en los cultivos primarios de LSECs hepáticas. Sin 
embargo, cantidades superiores provocaban la muerte celular, por lo que el uso 
de otro bloqueante sería necesario para esclarecer las causas probables. Por 
último, en las KCs activadas por el secretoma tumoral existen discordancias, ya 
que el bloqueante no reduce la fosforilación del receptor, pero sí la síntesis de 
MMPs, por lo que el DDR1-IN-1, pese a su especificidad, podría estar inhibiendo 
otra molécula relacionada con la producción de enzimas proteolíticas de matriz.     
Aun así, nuestro estudio pone de manifiesto la importancia del DDR1 expresado 
por las HSCs quiescentes en el hígado sano, así como por las HSCs activadas en 





y considerando que el secretoma de las SCs actúa como fuente de factores pro-
metastásicos para las células tumorales, decidimos evaluar el papel del DDR1 
sinusoidal en la actividad del DDR1 en el CCR, además de en su secreción de 
MMP2 y en los procesos de proliferación, migración e invasión tumoral. 
En primer lugar, la actividad del DDR1 de las células de CCR y su producción de 
MMP2, están reguladas por el DDR1 expresado en las LSECs activadas por los 
factores tumorales, generándose un bucle retroactivo. Esto nos indica que el 
DDR1 endotelial, aunque no regule la síntesis de MMPs en las propias LSECs, 
podría ser esencial para la invasión hepática de las células de CCR. De todas 
maneras, apreciamos una correlación entre el DDR1 endotelial y la proliferación 
del cáncer, pero no con el potencial invasivo tumoral, por lo que sospechamos 
que la activación de la síntesis de MMP2 en el CCR podría ser insuficiente para 
permitir su entrada en el tejido hepático. Con respecto a esto, Gerg M y cols. 
sostienen que la expresión de MMP9 es indispensable para la invasión del 
cáncer durante las primeras fases de la metástasis hepática, mientras que la 
actividad de MMP2 es esencial para el crecimiento y la expansión tumoral, 
respaldando nuestra hipótesis 246.  
En segundo lugar, observamos resultados contradictorios tras el tratamiento de 
las células de CCR con el secretoma de las KCs. Por una parte, el DDR1 de las KCs 
no tiene efecto alguno en la fosforilación del DDR1 tumoral, ni tampoco en su 
secreción de MMP2. Esto concuerda con nuestra teoría de que el DDR1 
expresado por los macrófagos hepáticos parece tener importancia en la 
regulación de la homeostasis del hígado, pero no tanto en la comunicación de 
las KCs con el CCR durante la metástasis hepática. En cambio, el DDR1 de las KCs 
sí está relacionado con las capacidades proliferativas e invasivas del tumor. En 
este sentido, el secretoma de las KCs promueve la proliferación, migración e 
invasión tumoral, algo ya establecido por otros autores 198,247, y que coincide con 




implica que el DDR1 de las KCs podría participar en la expresión de otros factores 
que promuevan el crecimiento y la invasión de las células de cáncer, pero cuya 
activación es independiente del DDR1 tumoral. Además, defiende la hipótesis 
de que la MMP2 tumoral no es clave en las primeras fases de la metástasis 
hepática.         
En último lugar y en coherencia con los datos anteriores, la fosforilación del 
DDR1, la secreción de MMP2, y las tasas proliferativas e invasivas de las células 
de CCR están controladas por el DDR1 expresado en las HSCs. Estos resultados 
refuerzan la posibilidad de que la expresión del receptor en las HSCs es decisiva 
durante la metástasis hepática de CCR. Según esto, la secreción de MMP2 
tumoral, regulada retroactivamente por las células de CCR a través del DDR1 de 
las HSCs, como en las LSECs, provoca una re-organización de la MEC. En cambio, 
en esta ocasión los cambios en las propiedades tumorales son más bruscos y el 
DDR1 presente en las HSCs modula no sólo el crecimiento, sino también la 
invasión tumoral a través de la matriz, como ya habíamos demostrado 
anteriormente con el DDR2 112. Estas diferencias respecto al efecto del 
secretoma de las LSECs en el tumor, podrían deberse a que el secretoma de las 
HSCs no sólo activa la MMP2 tumoral, sino también alguna otra molécula. Por 
ejemplo, recientemente Sun X y cols. han descrito que el DDR1 del estroma 
tumoral mamario lleva a cabo funciones similares a través de la estimulación de 
IL6 165. En nuestro caso, no observemos cambios en la expresión de IL6 tumoral 
tras la incubación con los factores derivados de las LSECs y las HSCs. En cambio, 
sí detectamos un incremento significativo en la expresión de MMP14 tumoral 
tras el tratamiento con el secretoma de las HSCs, pero no con el secretoma de 
las LSECs, lo cual podría asociarse con la estimulación de la invasión tumoral.  
Conjuntamente, demostramos que el DDR1 sinusoidal controla las propiedades 
proliferativas e invasivas de las células de CCR durante la metástasis hepática, 





comprobar cómo afecta la inhibición del DDR1 tumoral a las características de 
las células de CCR in vitro, además de examinar el efecto del silenciamiento del 
receptor en su desarrollo metastásico hepático in vivo.  
Por un lado, coincidiendo con lo establecido anteriormente por nuestro grupo 
en células de melanoma, CCR y hepatocarcinoma 236, y otras investigaciones en 
diferentes tipos de cáncer 151–153, el bloqueo de la fosforilación del DDR1 tumoral 
disminuye la adhesión y la progresión de las células de CCR metastásico in vitro. 
Por una parte, la inactivación del DDR1 reduce la expresión de ICAM1 y VCAM1, 
dos moléculas de adhesión intercelular ampliamente estudiadas y relacionadas 
con el proceso de transmigración durante la metástasis 248–250. Respecto a esto, 
Franco C y cols. han sugerido una relación entre la expresión de DDR1 y VCAM1 
en macrófagos 251. Por otra parte, la inhibición del DDR1 en las células de cáncer 
causa una caída en la expresión de MMP9 tumoral, factor clave en la 
remodelación de la MEC y en la invasión tumoral 152,154,252. Finalmente, nuestros 
datos plantean que la activación del DDR1 en el CCR se produce a través de dos 
de las vías de señalización celular más importantes, AKT y ERK, como ya se había 
observado en otras células tumorales 146,253–255.      
Por otro lado, el silenciamiento del DDR1 en las células de CCR también reduce 
su potencial migratorio e invasivo a través de colágeno tipo I, apoyando los 
resultados obtenidos al bloquear la fosforilación del receptor en el tumor. Esto 
se traduce en un desarrollo metastásico hepático in vivo un 50% inferior, algo 
parecido a lo obtenido por Jin H y cols. en cáncer gástrico 256 y por Valencia K y 
cols. en carcinoma pulmonar 257.   
Estos datos ponen de manifiesto el papel fundamental del DDR1 en la regulación 
de algunas de las cualidades que determinan el potencial metastásico y, por 
tanto, la agresividad de las células de CCR, lo que refuerza aún más la definición 





En conclusión, la facultad del DDR1 para modificar la composición y 
estructuración de la MEC al unirse al colágeno matricial, lo convierte en un 
elemento celular cuya expresión y actividad repercuten significativamente en 
las propiedades del ambiente durante la conformación de la metástasis 
hepática. El presente estudio demuestra que el DDR1 es imprescindible para la 
invasión y colonización del CCR del tejido hepático. Sin embargo, estos procesos 
no sólo dependen de la funcionalidad de este receptor en las células tumorales, 
sino también en las células que residen en los sinusoides hepáticos, 
principalmente en las HSCs, puesto que representan las células hepáticas con 
mayor expresión de DDR1 y capacidad remodeladora de la MEC. En resumen, la 
inhibición conjunta del DDR1 en el tumor de colon y en las HSCs del hígado 
podría bloquear la progresión cancerígena, disminuyendo la tasa de mortalidad 

























1. Las SCs hepáticas (LSECs, KCs y HSCs) son capaces de responder a los 
factores tumorales, modificando la expresión de multitud de moléculas 
para generar un ambiente pro-inflamatorio, pro-angiogénico y 
sometido a una intensa remodelación de la MEC. 
 
2. Los factores sinusoidales alteran las características de las células de CCR, 
promoviendo sus facultades pro-metastásicas.    
 
3. En condiciones fisiológicas, las SCs hepáticas, principalmente las HSCs, 
expresan DDR1, el cual es funcional y controla la secreción de MMP2 y 
MMP9 en las KCs y las HSCs, por lo que este receptor podría ser esencial 
en el mantenimiento de la homeostasis del tejido hepático. 
 
4. Durante la interacción con el CCR, el DDR1 aumenta su fosforilación en 
las KCs y las HSCs, pero únicamente regula la secreción de MMP2 y 
MMP9 en las HSCs, debido al papel esencial de estas células hepáticas 
en la remodelación de la MEC del hígado a lo largo de la metástasis.  
 
5. El DDR1 sinusoidal, sobre todo de las SCs previamente activadas por el 
tumor, modula la fosforilación del DDR1, la producción de MMP2, y las 
capacidades proliferativas, migratorias e invasivas de las células de CCR, 
aumentando estas propiedades tumorales. 
 
6. El DDR1 tumoral regula la adhesión, migración e invasión celular in vitro 
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